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El sector de ovino de raza Manchega tiene entre sus principales objetivos la mejora 
de la calidad de la leche. Sus ganaderías están experimentando en las últimas décadas una 
profunda especialización a la aptitud lechera de la raza con importantes cambios de su 
sistema productivo y un mayor tamaño censal. Los sistemas de control de la calidad de la 
leche utilizan en la actualidad, como indicador higiénico, el recuento de microorganismos 
mesófilos totales (RMT), parámetro poco específico para determinar la presencia y el 
origen de los diferentes grupos de la flora microbiana de la leche de tanque. Estudios 
previos han tratado la calidad de la leche de oveja Manchega y su relación con 
determinadas características de las ganaderías, aportando conocimiento sobre estos 
grupos microbianos, aunque aún no habían tratado aspectos tan fundamentales como la 
calidad microbiológica del ambiente de las ganaderías. En esta línea, se plantea la 
presente Tesis Doctoral, con los objetivos de evaluar la microbiología ambiental de las 
ganaderías y su relación con la leche de tanque, identificar los factores ambientales y 
productivos que afectan a la calidad de la leche de las ganaderías de oveja Manchega, y 
caracterizar ciertos microorganismos de interés tecnológico, como las bacterias ácido-
lácticas y las levaduras, presentes en el ambiente y en la leche de tanque. 
Tras una revisión de los estudios científicos previos que ha permitido determinar los 
principales factores que afectan a la contaminación ambiental en las ganaderías lecheras, 
se seleccionaron doce ganaderías de oveja Manchega, que fueron visitadas para recabar 
información sobre sus características productivas y de manejo. Posteriormente se 
recogieron muestras en la ganaderías del aire del alojamiento de las ovejas de ordeño y 
de la sala de ordeño, de la alimentación de las ovejas de ordeño, de la superficie de los 
pezones y de la leche de tanque, para la determinación en medios selectivos de una serie 






mesófilos, bacterias ácido-lácticas, levaduras, mohos, estafilococos, bacterias formadoras 
de esporas aerobias y esporas ácido-butíricas. Los microorganismos de interés 
tecnológico, bacterias ácido-lácticas y levaduras, han sido caracterizados a partir de los 
aislados en sus medios selectivos. Los análisis estadísticos han estado enfocados hacia el 
estudio de la relación entre los diferentes grupos microbianos con los factores asociados 
al ambiente y al sistema productivo de las ganaderías de oveja Manchega, con el objetivo 
final de determinar los riesgos asociados a estos factores y a la calidad de la leche de 
tanque de oveja Manchega. 
Los resultados obtenidos aportan información sobre el diferente grado de 
contaminación microbiana en las diferentes matrices estudiadas y su repercusión en la 
leche de tanque. Este hecho pone de manifiesto que existe una interacción entre la flora 
microbiana de las distintas matrices, siendo de destacar la que se ha observado entre el 
aire de la nave y el de la sala de ordeño, o entre las distintas matrices y la superficie de 
las ubres, como vía directa de transmisión microbiana a través de las pezoneras a la leche 
de tanque. Es importante destacar el hecho de que la alimentación es la matriz con mayor 
recuento de los diferentes grupos microbianos. La contaminación de la superficie de 
pezones se relaciona con diversos factores y microrganismos, siendo de especial 
relevancia su relación con factores como la temperatura o la ventilación, así como con las 
condiciones de manejo e higiénicas de la nave y de la sala de ordeño o la utilización de 
ensilado en la alimentación animal. Se han determinado también las relaciones entre la 
flora microbiana de la ganadería con los factores ambientales y de manejo. Así, se ha 
observado la influencia de la temperatura, humedad o ventilación sobre diversos grupos 
como las bacterias ácido-lácticas, levaduras, mohos y estafilococos, y son interesantes 






uso de ensilado sobre las levaduras o la higiene de la nave de ordeño y el nivel de 
producción lechera sobre el nivel de estafilococos.  
Los factores relacionados con la variación de los grupos microbianos que afectan 
principalmente a la leche de tanque son especialmente importantes, como el aumento de 
temperatura de la sala de ordeño sobre el recuento de mesófilos totales y de estafilococos, 
o como la elevada ventilación de la nave de ordeño sobre los estafilococos. Los factores 
ligados al manejo del ordeño (tipo de línea de la sala de ordeño, dispensación de alimento 
durante el ordeño, la utilización diaria del ácido en la limpieza de la sala de ordeño, el 
contacto de las pezoneras con el suelo, la mayor periodicidad del cambio de filtro, o una 
inadecuada higiene de la sala de ordeño) o de la alimentación, como el uso de ensilado, 
son relevantes en la variación de los diversos grupos de gérmenes en la leche de tanque. 
Los resultados de la caracterización del grupo de bacterias ácido-lácticas, por su 
interés tecnológico, han mostrado la existencia de una amplia diversidad de géneros y 
especies en las distintas matrices, que pueden ser una fuente de contaminación de BAL 
para la leche de tanque. Existe una mayor diversidad de bacterias lácticas en leche de 
tanque y alimento de las ovejas de ordeño que en otras matrices como el aire de la nave 
y aire de la sala de ordeño, siendo esta última la matriz menos contaminada. Las especies 
mayoritarias como Lb. pentosus/plantarum/paraplantarum y Lb. curvatus son las que 
presentaron una menor variabilidad genética debido a la presencia de un genotipo 
predominante que parece presentar una mayor capacidad de dispersión y persistencia. 
También las levaduras han sido caracterizadas en todas las matrices estudiadas, aunque 
su presencia en el aire de nave de las ovejas de ordeño y de la sala de ordeño es muy bajo, 
lo que contrasta con su elevada presencia en el alimento de las ovejas de ordeño. En este 






superficie de pezones, lo que indica su interés como fuente de contaminación de la leche 
de tanque. 
A partir de estos resultados, se puede concluir que la presencia de los distintos grupos 
microbianos en el ambiente de la ganadería y los factores ambientales y de manejo de la 
propia ganadería condicionan la calidad de la leche de tanque de oveja. Los sistemas de 
control de calidad de la leche deberían estimar estos aspectos, instaurando programas de 
buenas prácticas en cada ganadería en base a los riesgos estudiados y sistemas de 
vigilancia analítica de los grupos microbianos en las principales fuentes de contaminación 
de la leche, incluidas las ambientales. La continuidad de los estudios en esta línea de 
investigación, en particular respecto a las bacterias lácticas y levaduras caracterizadas, 
contribuirán al mejor conocimiento de sus propiedades diferenciales en la elaboración de 




















The Manchega breed sheep sector has among its main objectives the improvement of 
milk quality. Over the last few decades, its herds are experiencing an in-depth 
specialisation towards the dairy aptitude of the breed with important changes in its 
production system and a larger census size. Milk quality control systems currently use the 
count of total mesophilic microorganisms (TMC) as a hygienic indicator, which is not a 
very specific parameter for determining the presence and origin of the different groups of 
microbial flora of bulk tank milk. Previous studies have dealt with the quality of 
Manchega sheep's milk and its relationship with certain characteristics of the herds, 
providing knowledge about these microbial groups, although they had not yet dealt with 
such fundamental aspects as the microbiological quality of the environment of the herds. 
In this vein, this Doctoral Thesis is proposed, with the objectives of evaluating the 
environmental microbiology of livestock farms and its relationship with bulk tank milk, 
identifying the environmental and productive factors that affect the quality of milk from 
Manchega sheep farms, and characterising certain microorganisms of technological 
interest, such as lactic acid bacteria and yeasts present in the environment and in bulk 
tank milk.  
After a review of previous scientific studies, which made it possible to determine the 
main factors that affect environmental contamination on dairy farms, twelve Manchega 
sheep farms were selected and were visited to gather information on their production and 
management characteristics. Subsequently, samples were collected from the air of the 
livestock housing and the milking parlour, from the animal feed, from the teat surface and 
from the bulk tank milk, for identification on selective media of a series of microbial 
groups of health and sanitary and technological importance: mesophilic germs, lactic acid 






spores.The microorganisms of technological interest, lactic acid bacteria and yeasts, have 
been characterised from those isolated in their selective media. Statistical analyses have 
been focused on the study of the relationship between the different microbial groups with 
the factors associated with the environment and the productive system of Manchega sheep 
herds, with the final objective of determining the risks associated with these factors and 
the quality of the bulk tank milk from Manchega sheep. 
The results obtained provide information on the different degree of microbial 
contamination in the different matrices studied and its impact on bulk tank milk. This 
shows that there is an interaction between the microbial flora of the different matrices, 
most noteworthy that which was observed between the air of the livestock housing and 
that of the milking parlour, or between the different matrices and the teat surface, as a 
direct route of microbial transmission through the teat cups to the bulk tank milk. It is 
important to highlight the fact that the feed is the matrix with the highest count of the 
different microbial groups. The contamination of the teat surface is related to various 
factors and microorganisms, its relationship with factors such as temperature or 
ventilation being of special relevance, as well as with the handling and hygienic 
conditions of the livestock house and the milking parlour or the use of silage in animal 
feed. The relationships between the microbial flora of livestock with environmental and 
management factors have also been determined. Thus, the influence of temperature, 
humidity or ventilation on various groups such as lactic acid bacteria, yeasts, moulds and 
staphylococci has been observed. Other factors of influence on these microorganisms are 
also interesting, such as the season of the year and the use of silage on the yeast or the 







The factors related to the variation of the microbial groups that mainly affect bulk 
tank milk are especially important, such as the effect of an increase in temperature of the 
milking parlour on the total mesophilic and staphylococcal count, or the effect of high 
ventilation in the milking parlour on staphylococci. Factors linked to milking 
management (type of line in the milking parlour, dispensing of feed during milking, daily 
use of acid in the cleaning of the milking parlour, contact of the teat cups with the ground, 
the highest frequency of filter change, or inadequate hygiene in the milking parlour) or 
feed, such as the use of silage, are relevant in the variation of the various groups of germs 
in the bulk tank milk. 
The results of the characterisation of the group of lactic acid bacteria, due to their 
technological interest, have shown the existence of a wide diversity of genera and species 
in the different matrices, which can be a source of LAB contamination for bulk tank milk. 
There is a greater diversity of lactic acid bacteria in bulk tank milk and feed from milking 
sheep than in other matrices such as the air of the livestock housing and the air of the 
milking parlour, with the latter being the least contaminated matrix. The predominant 
species, such as Lb. pentosus/plantarum/paraplantarum and Lb. curvatus, are those that 
presented less genetic variability due to the presence of a predominant genotype that 
seems to present a greater dispersal and persistence capacity. Yeasts have also been 
characterised in all the matrices studied, although their presence in the air of the livestock 
housing and the milking parlour is very low, which contrasts with their high presence in 
the livestock feed.  In this study, the predominant species was C. parapsilopsis, especially 
in the feed and on the teat surfaces, which indicates its interest as a source of 
contamination of bulk tank milk. 
From these results, it can be concluded that the presence of the different microbial 






the livestock itself, determine the quality of the bulk tank milk from sheep. Milk quality 
control systems should estimate these aspects, establishing good practice programmes in 
each herd based on the risks studied and analytical surveillance systems for microbial 
groups in the main sources of milk contamination, including environmental ones. The 
continuity of the studies in this line of research, in particular with regard to the lactic acid 
bacteria and yeasts characterised, will contribute to a better understanding of their 


























1.1. Situación del sector lechero y objetivos de la Tesis Doctoral. 
El sector lechero en España es particularmente importante tanto desde el punto de 
vista agroalimentario como social, contribuyendo al sustento y desarrollo de la población 
rural. En dicho sector, el 87,7% del total de leche producida proviene del ganado vacuno, 
el 6,3% del ovino y el 5,9% del caprino (FEGA, 2019). A pesar de que la leche de oveja 
representa un bajo porcentaje en nuestro país, la contribución de España a la producción 
europea es relevante, siendo el tercer productor de leche de oveja en Europa (FAOSTAT, 
2019), con alrededor de 400.000 toneladas al año (18% de la producción total).  
La raza ovina Manchega es la raza autóctona de ovino lechero con mayor censo en 
España, distribuida en la región natural de La Mancha. El sector ovino manchego se ha 
definido tradicionalmente como un sistema mixto cereal-ovino, generalmente con 
explotaciones familiares semi-extensivas, que están evolucionando hacia una mayor 
intensificación, con un considerable aumento de ovejas por ganadería, cada vez más 
especializadas en la producción de leche (Rivas y cols., 2015). Los datos más recientes 
indican un censo en 2018 de 547.737 ovejas de raza Manchega distribuidas en 665 
ganaderías (ESROM, 2018). En la actualidad, el objetivo principal de la raza es la 
producción de leche, destinada prácticamente en su totalidad a la fabricación de queso 
(Morantes y cols., 2017; Rivas y cols., 2019), en particular, de la figura de queso con 
calidad diferenciada más importante de España, el "Queso Manchego" con Denominación 
de Origen Protegida, que presenta un significativo perfil exportador. Esta especialización 
en producción lechera, con una tendencia a la intensificación de los sistemas de 






ganaderías (reproducción, alimentación, etc.), así como sus condiciones higiénico-
sanitarias. 
En este contexto, obtener leche de calidad se ha convertido en uno de los principales 
objetivos del sector ovino manchego, con el fin de proteger la seguridad alimentaria y 
proporcionar a la industria una materia prima con las mejores características para su 
procesamiento (Jiménez y cols., 2018). En la actualidad, la calidad higiénica de la leche 
de tanque se determina de forma rutinaria en los sistemas de control de calidad, mediante 
el recuento de microorganismos mesófilos totales (RMT), tal como establece el 
Reglamento (CE) nº 853/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo. Sin embargo, 
existen diferentes estudios que evidencian que este es un parámetro poco específico para 
determinar la presencia y el origen de los diferentes grupos microbianos de interés 
higiénico-sanitario y tecnológico en la leche de tanque (Gonzalo y cols., 2002; Jiménez y 
cols., 2018). Una de las fuentes de contaminación de la ganadería es el ambiente, que 
presenta una carga microbiana muy diversa, habiéndose comprobado que dichas 
comunidades microbianas tienen una relación directa con los microorganismos presentes 
en la leche de tanque (Montel y cols., 2003; Gonzalo y cols., 2019). 
Además, la importancia de diferentes factores ambientales y de diseño relacionados 
con la ganadería (como la orientación, la ventilación, la temperatura, la humedad, etc.), 
que afectan a la calidad del aire, deben de ser tenidos en cuenta para estimar la 
microbiología existente en el ambiente como una herramienta para la mejora de la calidad 
de la leche y de sus productos. Sin embargo, tanto las fuentes de contaminación como los 
factores de origen ambiental que pueden afectar a los diferentes grupos microbianos de 








Objetivos de la Tesis Doctoral 
En este contexto, este estudio se plantea dentro del marco descrito de especialización 
lechera y de cambios en el sistema de producción del ovino manchego, debido a las 
escasas investigaciones relacionadas con la contaminación microbiana de los ambientes 
de la ganadería, con el objetivo general de estudiar las comunidades microbianas de las 
ganaderías de ovino lechero y la influencia de los factores ambientales y productivos 
asociados. Para su consecución se han planteado diversos objetivos que se detallan a 
continuación: 
 Evaluación de la microbiología ambiental de las ganaderías y su relación con 
la calidad microbiológica de la leche de tanque. 
 Identificación de los factores ambientales y productivos que afectan a la 
calidad de la leche de las ganaderías de oveja Manchega. 
 Estudio de la diversidad genética de microorganismos de interés tecnológico 
(bacterias ácido-lácticas y levaduras) presentes en el ambiente y en la leche 
de tanque. 
Estos objetivos se han abordado mediante el estudio de la presencia de distintos 
microorganismos (gérmenes totales, bacterias lácticas, levaduras y mohos, estafilococos 
y microorganismos esporulados) en el ambiente de los alojamientos de las ovejas de 
ordeño y de la sala de ordeño, en la alimentación de las ovejas de ordeño, en la superficie 
de los pezones y en la leche de tanque, y su relación con distintos factores asociados al 
ambiente y al sistema productivo de las ganaderías de oveja Manchega, con el objetivo 
final de determinar los riesgos asociados a estos factores y optimizar las actuaciones 






1.2. Microorganismos ambientales de interés en las ganaderías de ovino 
lechero. 
La leche presenta una microbiota muy variada que puede provenir de diferentes 
fuentes y tener multitud de efectos, tanto positivos como negativos, sobre la calidad 
higiénico-sanitaria y tecnológica de la leche y sus productos derivados. Por ello, es 
importante la estimación de los diferentes grupos microbianos y las diferentes rutas de 
contaminación de la leche, en el marco de la seguridad de los productos alimenticios 
(Quigley y cols., 2013). 
Los microorganismos aerobios mesófilos constituyen un grupo compuesto por 
diversas bacterias, levaduras y hongos filamentosos cuyo crecimiento óptimo se sitúa en 
un rango de temperaturas entre 25 y 40°C. Son gérmenes que forman colonias contables 
en el medio de cultivo, en condiciones de aerobiosis, y a una temperatura y tiempo 
determinado; la norma de referencia para microbiología de los alimentos para consumo 
humano y animal (Norma ISO 4833:2003) especifica una incubación a 30°C durante 72 
horas, no existiendo normas de referencia para la calidad del aire. En la actualidad, los 
sistemas de control de la calidad de la leche realizan recuentos de colonias de gérmenes 
a 30°C como criterio de calidad higiénica de la leche, en cumplimiento del Reglamento 
(CE) nº 853/2004; para leche de pequeños rumiantes, esta legislación establece un 
máximo de 500.000 UFC/ml en el caso de leche cruda destinada a la fabricación de 
productos lácteos, mediante un proceso que no implique ningún tratamiento térmico, y de 
1.500.000 UFC/ml para la leche que va a ser sometida a tratamiento térmico. Sin 
embargo, diversos autores como Jayarao y cols. (2004) consideran que este indicador es 
poco específico para evaluar la calidad higiénica de la leche, y plantean la necesidad de 
determinar otros grupos microbianos específicos de interés higiénico-sanitario y 






general, los recuentos de mesófilos totales son más elevados en ovino lechero que en 
vacuno; De Garnica y cols. (2013) indican que una de las causas sería la ausencia del 
lavado de pezones previo al ordeño e instalaciones higiénicamente más deficientes que 
las del ganado vacuno. Diversos estudios realizados en leche de tanque en España han 
tenido resultados similares respecto a los mesófilos totales, con recuentos medios de 5,36 
log10 UFC/ml (CV=13,59%) en leche de tanque de Castilla y León (De Garnica y cols. 
(2011) y de 5,38 log10 UFC/ml (CV=13,56%) en leche de oveja Manchega (Jiménez, 
2019). 
Desde el punto de vista de la tecnología quesera hay que destacar las bacterias ácido-
lácticas (BAL) y las levaduras. Las BAL son un grupo de microorganismos representados 
por varios géneros (Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacteria, Streptococcus, 
Enterococcus y Pediococcus, entre otros) con características morfológicas, fisiológicas y 
metabólicas en común; son cocos o bacilos gram positivos, ácido-tolerantes, que 
producen ácido láctico como el único o principal producto de la fermentación de 
carbohidratos (Carr y cols., 2002). Las BAL tienen una gran importancia tecnológica por 
su rápida actividad acidificadora, siendo diversas especies muy utilizadas como cultivos 
iniciadores en la producción de queso y otros productos derivados. Asimismo, este 
ambiente ácido provoca que otros microorganismos indeseables no sobrevivan (Johnson 
y Steele, 2013), teniendo incluso propiedades bioconservadoras frente al desarrollo de 
patógenos en el proceso de maduración del queso (Kongo, 2013); en este sentido, se ha 
descrito que pueden ejercer cierta actividad antimicrobiana inhibiendo el crecimiento de 
bacterias como los estafilococos (Montel y cols., 2014; Caraffa y cols., 2016), lo cual les 
confiere un gran interés para la seguridad alimentaria. Desde el punto de vista 
tecnológico, las BAL contribuyen a las propiedades organolépticas de la leche y de los 






desarrollo de las características propias de los quesos curados y semicurados, al formar 
pequeños péptidos y aminoácidos libres que se transforman posteriormente en alcoholes, 
aldehídos, ácidos y ésteres (Poveda y cols., 2004; Smit y cols., 2005). Asimismo, se han 
descrito sus beneficios desde el punto de vista nutritivo (Ramírez-Ramírez y cols., 2011) 
y se ha podido observar que varias cepas de BAL son potencialmente productoras de 
ácido linoleico conjugado (CLA), ácido gamma-aminobutírico (GABA) y otros 
compuestos bioactivos (Ogawa y cols., 2005; Renes y cols., 2017). Sin embargo, no todas 
las BAL tienen propiedades tecnológicas beneficiosas o saludables, ya que algunas cepas 
pueden provocar efectos negativos, como por ejemplo la producción de aminas biógenas 
(Zuljan y cols., 2016). Las BAL son un grupo de microorganismos de especial interés 
para este estudio, ya que se encuentra en grandes cantidades en el ambiente y en el aparato 
digestivo; además, algunos estudios en vacuno han encontrado el mismo tipo de bacterias 
BAL en la superficie del pezón y en la leche cruda, revelándose como posible fuente de 
este tipo de bacterias en la leche de tanque (Vacheyrou y cols., 2011). Diversos estudios 
realizados en oveja indican un amplio rango de recuentos de BAL en leche de tanque, 
desde 4,20 a 7,08 log10 UFC/ml (Gaya y cols., 1999; Pérez-Elortondo y cols., 1999; 
Delavenne y cols., 2012; Centi y cols., 2017; Jiménez y cols., 2018). 
Al contrario que en el caso de las bacterias, el papel de la población de hongos como 
las levaduras no se ha estudiado con tanta profundidad en el sector lácteo. Las levaduras 
están siempre presentes dentro de la industria quesera, tanto en las instalaciones como en 
cualquier tipo de queso; incluso pueden ser empleadas como cultivos iniciadores 
secundarios dependiendo del tipo de queso, activando el crecimiento de la microbiota 
láctica mediante el aumento del pH en el queso (Esteban, 2018). Además, las levaduras 
contribuyen al proceso de maduración de los quesos, utilizando el ácido láctico para este 






2021). Del mismo modo, liberan al medio factores de crecimiento y vitaminas (ácido 
pantoténico, niacina, riboflavina) (Cano-García y cols., 2013), contribuyendo a una 
potenciación del desarrollo de la microbiota principal y colaborando en la creación del 
aroma propio del queso a través de la actividad proteolítica, lipolítica y de la liberación 
al medio de compuestos volátiles (Padilla y cols., 2014a). Por otro lado, elevadas 
concentraciones de levaduras conllevan un deterioro en el queso y la modificación de la 
apariencia propia de la superficie o del interior del queso debido a dicha actividad 
proteolítica y/o lipolítica, la liberación de aromas indeseables y la generación de gas; el 
mismo aumento de pH que permite el crecimiento de los starters primarios también 
permite el crecimiento de bacterias indeseables como es el caso de Staphylococcus aureus 
o Listeria monocytogenes. (Esteban, 2018). La gran mayoría de especies de levaduras 
aisladas en los quesos pertenecen a los géneros Debaryomyces, Geotrichum, 
Kluyveromyces, Candida, Pichia y Yarrowia (Binetti y cols., 2013; Padilla y cols., 2014b; 
Banjara y cols., 2015; Ceugniez y cols., 2015). Las levaduras están presentes de forma 
natural en la leche cruda, pero en bajas concentraciones, entre 103-104 UFC/ml, 
seguramente debido a la competencia con las bacterias aerobias psicrófilas, mejor 
adaptadas a la supervivencia en un ambiente frío (Von Neubeck y cols., 2015). Según el 
estudio de Esteban (2018), el queso elaborado con leche cruda presenta los mismos 
recuentos bajos de levaduras que los observados en la leche, mientras que en los quesos 
elaborados con leche pasteurizada (donde las levaduras reducen su presencia por debajo 
de los límites de detección de los métodos de recuento debido a su baja termorresistencia) 
el origen de las levaduras parece ser las instalaciones de la quesería. Diversos estudios 
han demostrado que las levaduras forman parte de las instalaciones queseras (Viljoen y 






de las diferentes poblaciones de levaduras en las industrias lecheras donde se obtiene la 
materia prima, requiere especial atención para la elaboración de queso.  
Le leche cruda es una secreción muy nutritiva que proporciona las condiciones 
necesarias para el crecimiento de diversas especies de hongos, que se ven influenciadas 
por el clima, el estado fisiológico del animal y por diversas prácticas ganaderas 
(Delavenne y cols., 2011; Quigley y cols., 2013). La presencia de hongos en las muestras 
de leche cruda de las ganaderías también podría atribuirse a pezoneras contaminadas, a 
carencia de higiene y de desinfección de pezones, a contaminación por operarios y a la 
presencia en el aire o en materiales de desinfección (Dubie y cols., 2015). Según Luigi y 
cols. (2013), el límite máximo recomendado de hongos en la leche de ganado vacuno es 
de 102 UFC/ml, lo que debe ser tenido en cuenta para determinar el riesgo de infección 
por consumo. En particular, los mohos están presentes habitualmente en el ambiente de 
las ganaderías, por lo que su estudio es importante puesto que pueden alterar la inocuidad 
de los alimentos principalmente por la presencia de las micotoxinas que producen (Ortiz-
Durán y cols., 2017). Los mohos son capaces de metabolizar el ácido láctico y producir 
amoníaco, elevando el pH y con ello favoreciendo la aparición de bacterias tolerantes a 
la sal y sensible a los ácidos (Montel y cols., 2014). Las cepas más comunes encontradas 
en la leche y sus derivados pertenecen a los géneros Geotrichum, Aspergillus, Mucor, 
Fusarium y Penicillium (Sahelices, 2018). Aunque la mamitis ha sido asociada más a 
agentes bacterianos, existen mamitis de origen micótico donde participan mohos, 
generalmente relacionadas con el uso de antibióticos contaminados (Krukowski y Saba, 
2003) y de jeringas u otros materiales en contacto con la glándula mamaria (Zaragoza y 
cols., 2011). Esta infección de origen micótico supone un bajo porcentaje de las mamitis 
reportadas, entre el 1% y el 12% del total en el ganado vacuno (Ortiz-Durán y cols., 2017). 






epidemiología y permite conocer los puntos críticos con respecto a la higiene en la 
ganadería, para tomar acciones correctivas para disminuir su presencia en la leche de 
tanque. 
Los Staphylococcus, o estafilococos, son células esféricas gram positivas que crecen 
con rapidez sobre muchos tipos de medios y son metabólicamente activos. Algunos son 
miembros de la flora normal de la piel y mucosa de los seres vivos, pero hay también 
patógenos capaces de producir enzimas termoresistentes y toxinas extracelulares. Los 
estafilococos pertenecen al grupo de gérmenes que mayoritariamente causa las 
infecciones intramamarias (IMI), provocando importantes pérdidas económicas en los 
rebaños. Las IMI pueden cursar de forma clínica, teniendo generalmente en ovino lechero 
una incidencia baja, de menos del 5% (Bergonier y cols., 2003; Contreras y cols., 2007), 
y de forma subclínica, afectando a la producción de leche y a su calidad (Albenzio y cols., 
2002; Leitner y cols., 2004).  La especie principalmente involucrada en las formas clínicas 
es el Staphylococcus aureus, germen perteneciente al grupo de estafilococos coagulasa 
positivo (SCP) que pueden formar biofilms que les permiten sobrevivir en condiciones 
desfavorables (Costerton y cols., 1999). Además, puede provocar toxiinfecciones 
alimentarias por la capacidad de algunas cepas de producir enterotoxinas termoestables, 
así como de adquirir resistencia antibiótica (Vautor y cols., 2007); por ello, el Reglamento 
(CE) nº 2073/2005, limita a 105 UFC/g el contenido máximo de estafilococos coagulasa 
positivos en queso, en cuyo caso deben revisarse las condiciones higiénico-sanitarias de 
producción de leche en la ganadería de origen de la leche. Las mamitis subclínicas en 
ganado ovino lechero cobran una especial relevancia, siendo causadas generalmente por 
estafilococos coagulasa negativos (SCN), bacterias oportunistas de la superficie de la piel 
y que contaminan la glándula mamaria a través del canal del pezón. Es un grupo con un 






Staphylococcus epidermidis (de la Cruz y cols., 1994; Gonzalo y cols., 2002). En leche 
de tanque, en general, existe una predominancia de los estafilococos coagulasa negativos 
sobre los positivos, explicándolo algunos autores por la habilidad de los SCN para 
desarrollarse en los actuales sistemas de producción más intensivos (Marogna y cols., 
2010), o por la aplicación de medidas eficaces contra los patógenos principales como es 
S. aureus (Makovec y Ruegg, 2003; Sampimon y cols., 2004); en esta línea, Jiménez 
(2019), en leche de tanque de oveja Manchega, indica valores medios de SCP=2,50 log10 
UFC/ml (CV=55,01) y de SCN=4,32 log10 UFC/ml (CV=12,72). Se han descrito diversos 
factores asociados con la contaminación de estafilococos en las ganaderías, como las 
prácticas higiénicas incorrectas de manejo, el agua, el equipo de ordeño y también, el 
medioambiente (Jørgensen y cols., 2005). Gonzalo y cols. (2005) indican la importancia 
de optimizar los protocolos de uso, limpieza y desinfección de la máquina de ordeño y 
las rutinas de ordeño para mejorar la salud de la ubre, ya que pueden persistir durante 
largos periodos en diversas localizaciones, como los equipos de ordeño, por su capacidad 
de producir biofilms (Pilipčincová y cols., 2010). En raza Manchega, Gómez y cols. 
(1997) evidenciaron una menor incidencia de mamitis en ganaderías con correctas 
medidas higiénicas y uso sistemático de tratamientos farmacológicos de secado. Jiménez 
(2019), en leche de tanque de raza Manchega, observó mayores recuentos de estafilococos 
en ganaderías con mayor número de puestos de ordeño, higiene deficiente, utilización de 
subproductos en la alimentación, falta de revisión de la maquinaria de ordeño, y no 
aplicación de desinfección de pezones post-ordeño. 
Las bacterias formadoras de esporas aerobias también forman parte de la microflora 
de la leche, estando representadas en gran medida por gérmenes del género Bacillus. 
Diversos estudios sobre su incidencia y factores de riesgo continúan realizándose en leche 






ovino lechero hayan tenido especial relevancia. Estos microorganismos gram positivos, 
son capaces de producir endosporas termoresistentes que provocan alteraciones de la 
leche durante su conservación. Aunque son escasos los estudios en queso, Iurlina y cols. 
(2006) describen la presencia de Bacillus en quesos de vaca, que provocan alteraciones 
lipolíticas y proteolíticas durante la maduración; de igual forma, Cosentino y cols. (1997), 
estudian la incidencia de Bacillus spp. en quesos tipo Ricotta. Otros estudios en vacuno 
lechero han indicado el origen de contaminación de la leche. Respecto a la alimentación, 
se ha descrito que el uso de ensilado (te Giffel y cols., 2002) o de bagazo de cerveza (Torp 
y cols., 2001) aumenta el riesgo de contaminación de esporas en leche. Asimismo, el aire 
del establo es una posible fuente de contaminación, aunque hay estudios como los de te 
Giffel y cols. (1995) y Christiansson y cols. (1997) que indican que el número de esporas 
de B. cereus en el aire es demasiado pequeño para que sea relevante en la contaminación 
de la leche. Sin embargo, sí se ha encontrado un gran número de esporas aerobias en las 
heces y camas de las explotaciones de vacuno (McKinnon y Pettipher, 1983; Magnusson 
y cols., 2007), así como en el equipo de ordeño, debido a deficiencias en el método de 
limpieza de la máquina (Scheldeman y cols., 2005; Magnusson y cols., 2007). Respecto 
a los niveles de contaminación, se han descrito niveles bajos en leche de vaca, <10 
esporas/ml (Michel y cols., 2001). Sin embargo, los estudios en vacuno indican niveles 
de contaminación importantes en las camas de hasta 87.000 esporas/g, en el agua de 
enjuague de la máquina de ordeño (322 esporas/L) o en alimentos contaminados que 
ocasionan niveles en heces superiores a 100.000 esporas/g (Magnusson y cols., 2007). 
Este mismo estudio ha indicado bajos niveles de esporas de Bacillus cereus en el aire en 
los alojamientos o en la zona de ordeño, entre 145-330 esporas/g. 
El ambiente de las ganaderías es una fuente de contaminación de microorganismos 






dando lugar a un grave problema tecnológico en la industria quesera, cabe citar las 
bacterias del género Clostridium. Éstos, son bacilos gram positivos, anaerobios obligados 
o aerotolerantes, con capacidad de formar endosporas termorresistentes (Vissers y cols., 
2006), resistentes a agentes químicos (Moir, 2006; Plomp y cols., 2007). Se encuentran 
ampliamente distribuidas en el medio ambiente y en numerosos hábitats, principalmente 
suelo, plantas, ensilados (Colombari y cols., 2005; Julien y cols., 2008). Las esporas son 
capaces de sobrevivir en la leche y cuando las condiciones son favorables, se desarrollan 
produciendo ácido butírico y grietas y cavernas en los quesos (Thomas y cols., 2012). 
Garde y cols. (2011) y Arias y cols. (2013), en leche de tanque de raza Manchega, indican 
que la especie más aislada es C. sporogenes, aunque también observan la presencia de 
otras especies como C. tyrobutyricum, C. butyricum y C. bejerinckii. Los recuentos 
medios de esporas butíricas en leche de tanque de ganaderías de oveja Manchega se sitúan 
en el rango entre 3,29-3,41 log10 esporas/L (Arias y cols., 2013; Jiménez y cols., 2018), 
aunque han sido citados recuentos superiores en leche de oveja, entre 4,16 y 4,13 log10 
esporas/L (Salmerón y cols., 2002; Garde y cols., 2011). Por el riesgo de este problema 
tecnológico en la producción de queso, los sistemas de control de la calidad de la leche 
han establecido diversos límites de penalización, como el de 1,00 espora/ml para la leche 
de las ganaderías de la región francesa de Pirineos Atlánticos (Pirisi y cols., 2007). La 
necesidad de controlar el riesgo de la contaminación por esporas butíricas de la leche de 
oveja, propició los estudios de Arias y cols. (2013, 2016), que determinaron diversos 
factores de riesgo como el tipo de alimentación de las ovejas de ordeño (ensilados o 
subproductos húmedos tipo bagazo de cerveza), o la higiene del alojamiento y de la sala 
de ordeño. El resultado medio del recuento esporas butíricas de la mezcla unifeed de las 
ovejas de ordeño de raza Manchega fue de 3,38 log10 esporas/g (Arias y cols., 2016), 






ganaderías de vacuno lechero, pero de calidad mediocre respecto a los rangos establecidos 
por Baraton (1985) y Coussi (1988). 
1.3. Factores que afectan a microorganismos ambientales en ganaderías 
lecheras. 
(Este apartado se corresponde con el Artículo 1 del Anexo 2) 
En los últimos años, ha existido una tendencia al estudio de la microbiología 
ambiental de las ganaderías lecheras, debido principalmente a que pueden afectar a las 
comunidades microbianas presentes de forma natural en la leche (Montel y cols., 2003). 
La implementación de buenas prácticas veterinarias en el rebaño, así como una buena 
gestión e higiene de la sala de ordeño, puede evitar la contaminación directa de la leche 
a través de los microorganismos ambientales (Fischer y cols., 2015). Sin embargo, no es 
fácil controlar la calidad microbiológica ambiental de las ganaderías lecheras, debido 
tanto a factores internos de la propia ganadería (como el sistema de producción y de 
manejo, el espacio disponible para los animales, orientación de las naves, etc.) así como 
a factores propiamente ambientales (temperatura, humedad, vientos dominantes, etc.). 
Por ello, se ha realizado una revisión bibliográfica donde se ha analizado los factores más 
importantes que pueden llegar a afectar la carga microbiológica del ambiente de las 
ganaderías, para poder establecer una serie de medidas preventivas en la explotación y 
conseguir así mantener una producción de calidad en la leche y sus productos derivados. 
1.3.1. El ambiente de la ganadería lechera. 
En las explotaciones ganaderas existe un ambiente dinámico y muy complejo, debido 
a la gran diversidad microbiana presente en las diferentes áreas de la instalación 
(McAuley y cols., 2014). Esto es debido a que el aire que circula entre las diferentes 






microorganismos pueden adherirse para desplazarse y depositarse en otras zonas 
adyacentes (Curiel y cols., 2000). El aire, como vehículo de diseminación de los 
microorganismos ambientales, ha sido previamente estudiado en industrias lácteas 
(Brandl y col., 2014), aunque pocos estudios se han dedicado a investigar la microbiología 
ambiental en las ganaderías desde el punto de vista de la contaminación de la leche de 
tanque (Vacheyrou y cols., 2011). Sin embargo, la carga microbiana presente en el 
ambiente puede tener un efecto positivo para la calidad de la leche, ya que existen 
microorganismos como las bacterias ácido-lácticas y las levaduras de interés en la 
tecnología quesera, con efecto protector frente a patógenos ambientales (Donnelly, 2001), 
de mejora del perfil nutricional y de las propiedades organolépticas de la leche, tal y como 
se ha observado en otros sectores agroalimentarios como el enológico (Pérez-Martín y 
cols., 2014). Sin embargo, la información disponible sobre la calidad microbiológica en 
el interior de los alojamientos ganaderos es escasa (Popescu y cols., 2011); además, el 
origen de la contaminación de la leche por microorganismos ambientales y los factores 
de variación de la contaminación no han sido prácticamente estudiados (Vacheyrou y 
cols., 2011). 
Por ejemplo, el manejo del ordeño es de gran importancia para la contaminación 
ambiental de la sala de ordeño, ya que se puede estar condicionada por la carga ganadera, 
las condiciones higiénicas de la sala de ordeño (heces, polvo, etc.) y su rutina de limpieza, 
la dispensación de alimento en la propia sala, el gado de suciedad de las ubres, etc., con 
el consiguiente riesgo de contaminación de la leche de tanque (Vissers y Driehuis, 2009). 
Del mismo modo, el grado de higiene de los alojamientos de las ovejas de ordeño es un 
factor de variación de la calidad microbiológica de la leche de tanque (Jiménez y cols., 
2015), que estaría condicionada por factores de manejo como la carga ganadera, el 






que contribuyen a la carga microbiana del aire, de la superficie de las ubres, etc. (Vissers 
y cols., 2007b; Bouton, 2011). Rolesu y cols. (2018) ya demostraron que mantener una 
higiene correcta en el establo, cambiando asiduamente las camas sucias de los animales, 
reduce drásticamente la microbiota de la ganadería asociada a enfermedades del ganado. 
Como es lógico, la industria quesera también se ve afectada por la contaminación 
ambiental, puesto que el aire transporta a los microorganismos hasta la leche de tanque, 
comprometiendo el producto final como es el queso (Kure y cols., 2004). Mantener una 
correcta calidad higiénica de la leche es vital para la elaboración de queso (Albenzio y 
cols., 2005). Por todo ello, es importante investigar las posibles rutas de contaminación 
de la leche a través del ambiente de la ganadería. 
1.3.2. Efecto de la temperatura sobre la calidad del aire. 
La temperatura juega un papel muy importante en el ambiente de las ganaderías, 
condicionando de forma notoria sus comunidades microbianas, efecto que se agravará en 
los sistemas ganaderos con el paso de los años debido al cambio climático (Marino y 
cols., 2016). La concentración de microorganismos en el ambiente es muy compleja y 
variable, sujeta a las condiciones microclimáticas de cada zona geográfica (Pangloli y 
cols., 2008), dependiendo en gran parte de la estación (Vissers y cols., 2007c) y de la 
temperatura en el momento del estudio (Popescu y cols., 2011). 
En este sentido, es importante que el propio diseño de la explotación proporcione 
protección frente a las condiciones climáticas desfavorables, sobre todo en las zonas 
donde la climatología sea más dura. Así se podría asegurar unas condiciones óptimas para 
los animales, evitando que incrementen su tasa de respiración, hecho que contribuye a la 
polución del aire (Caroprese, 2008). En el ámbito de los pequeños rumiantes, la 
temperatura óptima para una producción láctea eficiente debe de estar entre los valores 






Asimismo, la variación de las temperaturas puede condicionar la calidad 
microbiológica del aire. Así, se ha citado que en épocas con altas temperaturas aumenta 
la contaminación ambiental, incrementando el riesgo de contaminación de la leche de 
tanque durante el ordeño (Calamari y cols., 2018), especialmente en las ganaderías con 
unas condiciones higiénicas deficientes (Vissers y Driehuis, 2009). Del mismo modo, 
Jiménez (2019) observó diferencia entre las estaciones en ganaderías de ovino manchego, 
viéndose aumentados los recuentos de algunos microorganismos de origen ambiental 
como las BAL o los estafilococos. Sin embargo, existen otros estudios, como el de 
Adhikari y cols. (2004) donde se observa un mayor recuento de microorganismos en el 
ambiente durante el invierno, lo que puede ser debido a las diferencias microclimáticas 
entre los distintos países donde se realiza el estudio. 
En cuanto a bienestar animal, es aconsejable tomar una serie de medidas según la 
estación. Por ejemplo, proporcionar sombra en el establo durante las horas de calor 
extremo minimiza el impacto en el bienestar animal, mejorando la calidad del aire y, por 
lo tanto, la calidad de la leche (Sevi y cols., 2009); evitando así la reducción de la 
capacidad defensiva de la ubre debido a una exposición continuada a la radiación, lo que 
puede permitir la contaminación de la glándula mamaria por patógenos ambientales 
(Caroprese, 2008). En invierno, es necesario evitar alojamientos mal condicionados, que 
mantiene al rebaño húmedo en épocas donde las temperaturas son bajas, lo que disminuye 
su bienestar (Núñez y Callejo, 2006). 
1.3.3. Efecto de la humedad sobre la calidad del aire. 
El nivel de humedad en las ganaderías es importante, sobre todo, para el bienestar de 
los animales, debido a que la infectividad de los patógenos que se encuentran en el medio 
ambiente depende de este nivel (Xiong y cols., 2017). Pero también es importante 






contaminación ambiental, ya que existe una relación entre las variaciones de humedad y 
algunos microorganismos como los hongos (Popescu y cols., 2011). 
La humedad relativa, aunque está condicionada por otros factores como la 
ventilación, la temperatura y las instalaciones de la ganadería (con los que forma un 
sistema interrelacionado entre sí), también se encuentra condicionada por la carga 
ganadera, habiéndose visto necesario que los animales dispongan de espacio disponible 
suficiente por motivos de bienestar animal (Sevi y cols., 1999; Jimeno, 2004). Si no se 
dan las condiciones adecuadas para obtener valores adecuados de humedad en la 
ganadería, la concentración de microorganismos patógenos en el ambiente se ve 
incrementada. 
Un dato importante en este aspecto es que los animales tienen poca tolerancia a los 
cambios de humedad. Por ello, Sevi y cols. (2009) establecieron que el valor de humedad 
para una adecuada condición ambiental y sanitaria en pequeños rumiantes era de ≤70%. 
Este umbral coincide con el nivel óptimo para la supervivencia de la mayoría de 
microorganismos (Xiong y cols., 2017), existiendo una relación entre el incremento de la 
humedad y una mayor concentración de microorganismos en el ambiente (Popescu y 
cols., 2011), siendo los hongos los microorganismos más condicionados por el nivel de 
humedad. Esto es debido a que las condiciones de alta humedad relativa en el ambiente 
facilitan la descomposición de la materia orgánica en el establo, lo que provoca un 
aumento de la carga de esporas fúngicas en el ambiente (Adhikari y cols., 2004). 
1.3.4. Efecto de las condiciones de los alojamientos ganaderos sobre la calidad 
del aire. 
El diseño del alojamiento los de animales de ordeño en la ganadería tiene un papel 
fundamental en el bienestar animal (Callejo, 1998), pero además puede influir en la 






cols. (2001) para pequeños rumiantes establecieron un volumen óptimo por animal de 
35–40 m3/animal y al menos 7 m3/animal respectivamente, con el fin de evitar el 
incremento de mesófilos totales en el ambiente. 
Uno de los factores más importantes por el que se ve afectado la microbiota ambiental 
es la condición higiénica de la nave de las ovejas de ordeño, que puede verse afectada por 
diversas fuentes de contaminación microbiológica: animales, aire, camas, suelo, alimento, 
etc. Las diversas dependencias de la ganadería están interrelacionadas a través del 
ambiente, por lo que es necesario realizar un correcto mantenimiento higiénico de ellas, 
sobre todo en aquellas explotaciones con sistema intensivo donde se ha evidenciado una 
higiene más deficiente (Wathes, 1994). En particular, es importante el buen manejo y 
mantenimiento de las camas, ya que la concentración de microorganismos ambientales 
tiende a ser mayor en aquellas ganaderías donde la cama no se renueva frecuentemente 
(Sevi y cols., 1998; Popescu y cols., 2011). 
Otro factor a tener en cuenta es el espacio disponible por animal. La concentración 
de partículas y microorganismos en el ambiente está inversamente relacionada con este 
espacio, de modo que la concentración de mesófilos totales se ve reducida cuando los 
pequeños rumiantes disponen al menos de 2 m2/animal y el recuento de células somáticas 
(RCS) es hasta cuatro veces menor que en otras ganaderías con menos espacio disponible 
(Sevi y cols., 1999).  
Del mismo modo, la alimentación es una fuente de contaminación del ambiente de la 
explotación, que finalmente puede ser un riesgo para la leche de tanque (Vissers y 
Driehuis, 2009). Por ejemplo, los microorganismos esporulados de los alimentos pueden 
atravesar el tracto digestivo y, siendo excretados con las heces, contaminar las camas de 
los alojamientos y colonizar la superficie de las ubres y al propio ambiente de las 






El ambiente de la sala de ordeño es otro punto crítico de la contaminación de la leche 
de tanque de la ganadería. Verdier-Metz y cols. (2009) señalan que es el mantenimiento 
de unas correctas condiciones higiénicas de la sala de ordeño, así como de la rutina de 
ordeño evita la proliferación de bacterias indeseables en el ambiente. Además, se ha 
descrito que una deficiente higiene en la sala de ordeño tiene efectos negativos en la 
calidad de la leche, en particular sobre los microorganismos termodúricos y butíricos 
(Jiménez, 2019) o sobre el recuento de células somáticas (Arias y cols., 2013).  
1.3.5. Efecto de la ventilación sobre la calidad microbiológica del aire de la 
ganadería. 
Los diferentes regímenes de ventilación de los alojamientos de la ganadería tienen 
como objetivo mantener una calidad de aire óptima y el control de la contaminación 
ambiental. El aire, y la velocidad a la que se desplaza dentro de las diferentes salas de una 
ganadería, tiene una gran influencia en el flujo de los microorganismos. Esta dispersión 
de bacterias se ha descrito en diferentes ambientes (Popescu y cols., 2011; Pérez-Martín 
y cols., 2014) y microorganismos, como los hongos (Sen y Asan, 2009). Un régimen de 
ventilación adecuado debe proporcionar el oxígeno necesario para los animales, eliminar 
los gases nocivos, eliminar el exceso de vapor de agua, disminuir la temperatura de las 
casas de los animales, eliminar el polvo y los olores y disminuir la concentración de 
microorganismos; por tanto, disponer de un aire de buena calidad para los animales es 
esencial puesto que mantienen bajo control a ciertos patógenos ambientales (Callejo, 
2013). 
La ventilación natural es siempre preferible sobre la ventilación forzada, aunque 
existen ciertos casos en los que es necesario instalar sistemas de ventilación dinámica 
para asegurar un régimen de aire apropiado (Callejo, 2013). En el caso de los pequeños 






las naves, es beneficioso para la calidad de la leche mantener a los animales en el exterior 
de las edificaciones durante el día, siempre que las condiciones climáticas no sean 
extremas. 
Una inadecuada ventilación es responsable del incremento de la polución ambiental 
y de un mayor intercambio de microorganismos entre el animal y el ambiente de su 
alojamiento (Caroprese, 2008). La contaminación microbiana en el ambiente ganaderos 
a veces alcanza concentraciones superiores a 104 UFC/m3 (Bouton, 2011), mientras que 
Sevi y cols. (2009) recomiendan menos de 250 UFC/m3 para mejorar el bienestar animal. 
En este sentido, se recomienda una tasa de ventilación de 85 m3/hora por animal en 
invierno hasta 1700 m3/hora por animal en verano para ganado vacuno (Lawrence, 1994; 
B.T.L.P., 2001) y de 47 m3/hora por animal en invierno o de 65 m3/hora por animal en 
verano para pequeños rumiantes (Sevi y cols., 2003a, 2003b), con el objetivo de reducir 
la concentración de microorganismos indeseables en el ambiente y en la leche de tanque. 
Estas tasas de ventilación también se ven afectadas por la orientación de la nave, 
principalmente debido a la exposición de la edificación al sol y al viento predominante, 
lo que afecta al intercambio de aire entre el exterior y el interior de la explotación (Núñez 
y Callejo, 2006). 
La ventilación deficiente aumenta la concentración de gases producto de la 
respiración animal e incrementa la humedad relativa; sin embargo, una alta ventilación 
produce un aumento de la concentración de polvo y partículas, debido a la formación de 
turbulencias causadas por los flujos de aire que las mantienen suspendidas más tiempo en 
el ambiente. Por ello, la ubicación de las entradas y salidas de aire de los alojamientos 
tiene una gran influencia en la concentración y propagación de la contaminación 






Unas correctas medidas preventivas sobre los posibles factores comentados 
anteriormente (como son la temperatura, humedad, alojamientos animales y ventilación), 
relacionados con la variación de la carga microbiana en el ambiente de las ganaderías de 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS 
2.1. Localización del experimento. 
La localización geográfica del estudio ha sido establecida dentro de la superficie 
territorial amparada por la Denominación de Origen “Queso Manchego”, la cual se sitúa 
en la región natural de La Mancha, situada en la Comunidad de Castilla-La Mancha 
(España) (Figura 1). Esta superficie incluye buena parte de las provincias de Toledo 
(26,66% de la región), Cuenca (23,75% de la región), Albacete (16,26% de la región) y 
Ciudad Real (33,33% de la región) (MAPA, 2019). El clima de esta zona se ha clasificado 
como mediterráneo, pero con características de climas continentales, con temperaturas 
más extremas al no recibir influencia del mar. Los veranos suelen ser calurosos y secos, 
con temperaturas superando los 30ºC, mientras que en invierno es frecuente temperaturas 
por debajo de 0ºC, produciéndose heladas en la noche y nevadas esporádicas. Las 
precipitaciones se producen sobre todo en las estaciones de otoño y primavera, con 
precipitaciones medias de 300-400 mm anuales, superando los 600 mm las zonas 
montañosas de la zona occidental. 
 
Figura 1. Superficie territorial amparada por la DOP Queso Manchego (detalle en naranja oscuro) incluida 
en la región de La Mancha, dentro de la Comunidad Autónoma de Castilla-La Mancha (en gris oscuro) de 
España (Fundación de Consejo Regulador de la Denominación de Origen Queso Manchego, 2021). 
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2.2. Diseño experimental. 
Para la realización del estudio, en el año 2018 se seleccionaron 12 ganaderías de 
ovino lechero de entre las 151 pertenecientes a la Asociación Nacional de Criadores de 
Ganado Ovino Selecto de raza Manchega (AGRAMA) (ESROM, 2018). 
La selección se realizó mediante muestreo aleatorio de todas las ganaderías que 
cumplían con un requisito limitante planteado en el estudio, que estuvieran a menos de 
dos horas de distancia del laboratorio, con el objetivo de poder realizar en el menor tiempo 
posible el análisis microbiológico de las muestras. De las explotaciones resultantes del 
muestreo, se seleccionaron 12 ganaderías que fueran representativas de las diferentes a 
condiciones higiénicas de la ganadería, de las diferentes prácticas de manejo y 
alimentación de las ovejas de ordeño. 
La información sobre las características propias de cada ganadería, así como de las 
diferencias en las prácticas ganaderas de cada una, fue recogida en una encuesta cerrada 
(Anexo 1), elaborada a partir de la utilizada por Toro-Mujica y cols. (2012), y que consta 
de 6 bloques: 
I. Características generales de la explotación. 
II. Datos estructurales. 
III. Aspectos reproductivos. 
IV. Aspectos sanitarios. 
V. Aspectos higiénico-sanitarios de la leche. 
VI. Manejo de la alimentación. 
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2.3. Toma de muestras. 
Las muestras de las distintas matrices se han recogido con periodicidad estacional, 
considerando primavera (marzo, abril y mayo), verano (junio, julio y agosto), otoño 
(septiembre, octubre y noviembre) e invierno (diciembre, enero y febrero). En cada una 
de las cuatro visitas a las ganaderías se recogieron dos muestras de aire, una en la sala de 
ordeño (A1) y otra en la nave de las ovejas de ordeño (A2), una muestra de leche de 
tanque (L), una muestra de la alimentación de las ovejas de ordeño (Ali) y una muestra 
del área cercana a los pezones de cuatro ovejas seleccionadas al azar (P). Se obtuvieron 
un total de 48 muestras de leche de tanque, 48 muestras de aire de la sala de ordeño, 48 
muestras de aire del alojamiento de las ovejas de ordeño, 48 muestras de la alimentación 
dispensada a las ovejas de ordeño y 192 muestras de la superficie de los pezones con 
gasas estériles. Las muestras recogidas fueron transportadas en condiciones de 
refrigeración (4±0,5ºC) en contenedores estancos al Laboratorio de Lactología y Quesería 
Experimental del Centro Regional de Selección y Reproducción Animal (CERSYRA-
IRIAF) en Valdepeñas (Ciudad Real), para realizar el procesado y análisis a la llegada al 
Laboratorio.  
Las muestras de leche se han obtenido previa homogeneización del contenido del 
tanque de refrigeración de cada ganadería, recogiendo una muestra de 50 ml en un bote 
estéril. 
Para las tomas del aire ambiental se ha utilizado un muestreador de aire AirPort MD8 
(Sartorius Stedim Biotech), que opera a través del método de filtración e impacto de los 
microorganismos sobre un filtro de gelatina (Sartorius Stedim Biotech). El caudal fue de 
50L/min, durante 20 minutos, por lo que el volumen final filtrado fue de 1 m3 de aire. Una 
vez en el laboratorio, el filtro de gelatina se colocaba en tubos con 25 ml de solución 
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salina estéril (NaCl 0,9%) para su completa disolución, y seguidamente se realizaron las 
diluciones seriadas necesarias.  
Las muestras de alimento de las ovejas de ordeño se han recogido de la ración ya 
preparada y dispensada en los comederos de las naves de las ovejas de ordeño. Se usaron 
bolsas de aproximadamente 500 g, mezclando el alimento de la ración en la propia 
ganadería. Una vez en el laboratorio, 10 g de la muestra del alimento se homogeneizó en 
90 ml de solución salina estéril en un Stomacher (Masticator, IUL S.A., Barcelona) 
durante 1 minuto y se procedió a realizar diluciones en serie. 
Para la toma de muestras de la superficie de los pezones de las ovejas, se 
seleccionaron 4 ovejas al azar, dos al comienzo de la línea de ordeño y dos al final de la 
misma, previo al ordeño. Se utilizaron dos gasas estériles por oveja previamente 
impregnadas en 20 ml de agua de peptona estéril (1g/L, NaCl 0,9%), se arrastró toda la 
suciedad del área cercana a los pezones de cada ubre, siguiendo las recomendaciones de 
Vacheyrou y cols. (2011). Las dos gasas de cada oveja se introdujeron en un mismo bote 
estéril que contiene 50 ml de agua de peptona, lo que corresponde a una muestra. Una vez 
en el laboratorio, cada muestra de las cuatro ovejas, por separado, se introdujo en el 
Stomacher y se homogenizó durante 1 minuto. 
2.4. Análisis microbiológico diferencial. 
Se realizaron diluciones seriadas en agua de peptona estéril (1g/L, NaCl 0,9%) de las 
muestras de cada una de las matrices (leche, aire de la sala de ordeño, aire de la nave de 
las ovejas de ordeño, alimentación de las ovejas de ordeño y de la superficie de pezones), 
y se procedió a la siembra en superficie por duplicado, en placas de petri de 20 mm 
previamente preparadas con 20 ml de los diferentes medios generales o selectivos para 
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cada uno de los recuentos microbiológicos, con las condiciones de incubación que se 
detallan en la Tabla 1.  
Para el recuento de bacterias formadoras de esporas aerobias (EA), fue necesario 
someter las diluciones de todas las muestras a un tratamiento térmico de 10 minutos a 
75ºC, con el fin de eliminar las células vegetativas. 
La siembra se realizó inoculando 0,1 ml/placa, extendiendo uniformemente por toda 
la superficie y, una vez seco el inóculo, se incuba a la temperatura y tiempo 
correspondiente para cada microorganismo (Tabla 1). Una vez transcurrido dicho 
periodo, se realiza el recuento de colonias mediante un contador manual por personal 
entrenado según Laird y cols. (2004) y la Norma ISO 4833:2003. Los recuentos se 
normalizaron mediante transformación en log10, y los resultados se expresaron como el 
número medio de las colonias contadas en cada una de las placas en las unidades indicadas 
por Wehr y Frank (2004): log10 UFC por ml en el caso de muestras de leche, log10 UFC 
por 1 m3 de aire para muestras de aire, log10 UFC por g para muestras de alimento y log10 
UFC por pezones para las muestras de la superficie de los pezones. 
Los resultados en leche y alimento se refirieron al número de unidades formadoras 
de colonias por mililitro de muestra (UFC/ml) y unidades formadoras de colonias por 
gramo de muestra (UFC/g), respectivamente, aplicando la siguiente ecuación: 
𝑁 =  𝜗𝐶𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑 
Donde: 
ϧC = sumatorio de colonias contadas en todas las placas seleccionadas. 
V = volumen inoculado en mililitros. 
n1 = número de placas contadas de la primera dilución. 
n2 = número de placas contadas de la segunda dilución. 
d = factor de dilución correspondiente a la primera dilución. 
 
 
Material y Métodos 
42 
 
Tabla 1. Condiciones para el recuento de los diferentes grupos microbianos. 




Tryptone Soy Agar, 
TSA (Panreac, 
Barcelona) + 100 
mg/L cycloheximide 
(Sigma, St. Louis, 
USA) 
Leche (L) 







30ºC/72 h ISO 11133:2014 
Bacterias Ácido-
Lácticas (BAL) 
Man, Rogosa y 
Sharpe, MRS (Oxoid, 
Basingstoke, UK) + 50 
mg/L sodium azide y 
100 mg/L 
cycloheximide  
(Sigma, St. Louis, 
USA) 
Leche (L) 















Agar, CGA (Sigma, 
St. Louis, USA) + 
diphenyl crystals 
(Sigma, St. Louis, 
USA) 
Leche (L) 








Pérez-Martín y cols. 
(2014) 
Mohos (Mo) 












Jarvis y Williams 
(1987) 
Estafilococos (St) 
Mannitol Salt Agar 
(Panreac, Barcelona) 
Leche (L) 









Soto y cols. (1991) 
Esporas aerobias 
(EA) 




























37ºC/7 días Arias y cols. (2013) 
A1: Aire de la sala de ordeño; A2: Aire de la nave de las ovejas de ordeño. 
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Los resultados en aire se refirieron a UFC/m3 de aire, y se calculó de la siguiente 
forma: 𝑈𝐹𝐶 𝑚3⁄ = 𝑈𝐹𝐶 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎0,1 𝑚𝑙 𝑖𝑛𝑜𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 𝑥 25 𝑚𝑙 𝑔𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑛𝑎 𝑑𝑖𝑠𝑢𝑒𝑙𝑡𝑎1 𝑚3𝑎𝑖𝑟𝑒  
 
Los resultados de la suciedad en la superficie de los pezones se refirieron a 
UFC/pezones, calculándose mediante una media de la concentración de microorganismos 
en la suciedad de la superficie de los pezones de cada una de las 4 ovejas analizadas en 
cada muestreo de la siguiente manera: 𝑈𝐹𝐶 𝑝𝑒𝑧𝑜𝑛𝑒𝑠⁄ = 𝑈𝐹𝐶 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎0.1 𝑚𝑙 𝑖𝑛𝑜𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 𝑥 20 + 50 𝑚𝑙 𝑎𝑔𝑢𝑎 𝑝𝑒𝑝𝑡𝑜𝑛𝑎2 𝑔𝑎𝑠𝑎𝑠  
 
 
En el caso del recuento de esporas ácido-butíricas (BAB), se utilizó la técnica del 
número más probable (NMP) (Arias y cols., 2013). A partir de las diluciones seriadas 
expuestas en la Tabla 1, se inoculó 1 ml de cada dilución por separado dentro de tres 
tubos estériles que contenían 9 ml de caldo Bryant-Burkey con resazurina y lactato (BBB, 
Merck, Darmstadt, Alemania), y posteriormente fueron sellados con una capa de parafina. 
Después de realizar un tratamiento térmico similar a las EA, los tubos fueron incubados 
durante 7 días a 37ºC, para comprobar la capacidad de producción de gas de cada dilución 
mediante el desplazamiento vertical del tapón de parafina. Los recuentos a partir de esta 
técnica se expresan en log10 esporas/L para leche, log10 esporas/m3 de aire para muestras 
de aire, log10 esporas/g para las muestras de alimento y log10 esporas/pezones para las 
muestras de superficie de pezones. 
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2.5. Caracterización de los microrganismos de interés tecnológico: bacterias 
ácido-lácticas (BAL) y levaduras (Lev). 
2.5.1. Análisis mediante RAPD-PCR e identificación de aislados de bacterias 
ácido-lácticas (BAL) y levaduras (Lev). 
Se seleccionó un número representativo (10%) de colonias crecidas de BAL y Lev 
en cada una de las placas de todas las matrices y para todas las ganaderías seleccionadas 
dependiendo de su morfología, identificadas según sus características, y purificadas en 
condiciones de esterilidad. La purificación se realizó en caldo Man, Rogosa y Sharpe 
(MRS, Oxoid, Basingstoke, UK) para las BAL y en caldo Yeast Extract Peptone Dextrose 
(YPD, Pronadisa, Madrid) para el caso de Lev, puesto que este medio para la purificación 
de Lev presenta una eficiencia mayor. Los cultivos puros se almacenaron a una 
temperatura de -80ºC conteniendo cada vial aproximadamente 20% (v/v) glicerol 
(Panreac, Barcelona) para evitar el deterioro celular. 
En el caso de las BAL, los aislados se genotiparon mediante la técnica Randomly 
Amplified Polymorphic DNA-Polymerase Chain Reaction (RAPD-PCR) según el 
procedimiento descrito por Ruiz y cols. (2008). La extracción del ADN se realizó según 
las indicaciones de Rodas y cols. (2003). El cebador, o primer, M13 (5´– 
GAGGGTGGCGGTTCT– 3´) obtenido de Bonsai Technologies Group (Madrid) fue el 
seleccionado para esta técnica, y las reacciones de amplificación se llevaron a cabo 
mediante un termociclador 2400 Perkin Elmer (Perkin Elmer Co., Waltham, MA, USA).  
Para las Lev, la extracción del ADN previo al proceso de genotipado mediante 
RAPD-PCR, se realizó como describe Fernández-Pacheco y cols. (2018). Los aislados se 
recolectaron por centrifugación (5000 rpm durante 5 min) y se lavaron con solución salina 
estéril (0,9%). El pellet recuperado se trató inmediatamente con una solución de 
zymolyase (10 mg/ml zymolyase 20T in 1,2M sorbitol buffer, 40mM sodium phosphate 
buffer, pH=7), y tras una incubación a 37ºC durante 30 min y 95ºC durante 5 min se 
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produjo el lisado celular, quedando liberado el ADN para el genotipado. La reacción 
RAPD-PCR en el caso de levaduras se llevó a cabo usando el mismo cebador que en el 
caso de las BAL, al igual que el mismo termociclador. 
Los componentes de la mezcla de reacción para ambos microorganismos se detallan 
en la Tabla 2. 
Tabla 2. Concentración de los componentes de la mezcla de reacción de RAPD-PCR. 
Reactivos Concentración stock Volumen por reacción 
Concentración final 
en la reacción 
Tampón de reacción  
(Bioline, Londres, Reino Unido) 
10X 2 µl 1X 
dNTPs mix  
(Bioline, Londres, Reino Unido) 
10 mM 0,4 µl 0,2 mM 
MgCl2  
(Bioline, Londres, Reino Unido) 
50 mM 1,2 µl 3 mM 
Cebador M13  
(Metabion Int., Planneg, Alemania 
10 µM 2,5 µl 1,25 mM 
rTaq ADN Polimerasa*  
(Bioline, Londres, Reino Unido) 
5U / µl 0,3 µl 1,5 U 
H2O  
(Sigma-Aldrich, Atenas, Grecia) 
- 12,6 µl - 
ADN molde - 1 µl - 
Volumen final  20 µl  
* se añade al final del primer ciclo. 
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1 5 min a 94ºC   
2 40 seg a 94ºC 1 min a 45ºC 1 min a 72ºC 
35 40 seg a 94ºC 1 min a 52ºC 3 min a 72ºC 




1 4 min a 94ºC   
2 1 min a 94ºC 1 min a 45ºC 1 min a 72ºC 
35 40 seg a 94ºC 1 min a 52ºC 3 min a 72ºC 
1   10 min a 72ºC 
 
En todos los ensayos se ha incluido una muestra control negativo que no contiene 
ADN, para descartar contaminaciones externas, y una muestra control positivo con un 
ADN de un aislado de BAL o un aislado de Lev conocido, para verificar que la reacción 
se produce correctamente. Al término de los ciclos, las muestras amplificadas se 
mantienen a 4±0,1ºC en el termociclador hasta la realización de la electroforesis. 
La visualización de los productos de amplificación se ha realizado mediante 
electroforesis (50A en 3 horas, sin enfriamiento) en geles de agarosa que se preparan con 
agarosa tipo D-1 Baja-EEO (Pronadisa, Madrid) al 1,7% (p/v) en tampón TAE 1X (40 
mM tris-acetato, 1mM EDTA, pH 8,3) con 0,4 µg/ml de Bromuro de Etidio (Bio-Rad, 
California, USA). En cada pocillo del gel de agarosa se cargan 10 µl del amplificado y 4 
µl de tampón de carga (17,5 mM EDTA (Panreac, Barcelona), 30% (p/v) glicerol, 
añadiendo un 0,25% (p/v) azul de bromofenol (Panreac, Barcelona) previamente 
mezclados. En cada uno de los extremos del gel se carga un marcador de peso molecular 
100 pb-ladder (Biotools, Madrid) compuesto por 10 fragmentos comprendidos entre 100 
y 1.000 pares de bases (pb). Los marcadores se preparan mezclando 1,2 µl del marcador 
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con 4 µl de tampón de carga y 8,8 µl de agua ultrapura (Sigma-Aldrich, Dorset, Reino 
Unido). Tras cargar las muestras, el gel se sumerge en tampón TAE 1X en la cubeta de 
electroforesis (Bio-Rad, California, USA). Al finalizar el proceso, los geles se visualizan 
en un fotodocumentador con luz ultravioleta (Gel Doc™ XR, Bio-Rad, California, USA). 
Las imágenes obtenidas se han procesado mediante el uso del programa informático 
GelCompar versión 4.0 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) como describieron Vauterin 
y Vauterin (1992). Los perfiles obtenidos de ADN se han comparado mediante el cálculo 
del coeficiente de correlación de Pearson y se ha realizado un análisis cluster mediante el 
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Average linkage) que ha 
permitido la construcción de los correspondientes dendrogramas de similitud. El valor del 
coeficiente de correlación de Pearson (r), se ha expresado en el dendrograma como % de 
similitud (r x 100). Para determinar el mínimo valor de similitud necesario para la 
discriminación intraespecífica se realizó un estudio de reproducibilidad descrito por 
Seseña y cols. (2005), eligiendo al azar 6 aislados para ejecutar, por cuadruplicado, el 
procedimiento completo de obtención de los perfiles RAPDs, como se ha descrito 
anteriormente. Una vez se ha realizado la amplificación, tenemos 4 productos para cada 
aislado. Dos de ellos se resuelven en un gel de agarosa y los otros dos en otro gel diferente, 
para estimar también la reproducibilidad entre geles. El nivel de similitud obtenido entre 
las repeticiones, cuando se incluyó dentro del dendrograma para todos los aislados, 
estableció un umbral de discriminación por debajo del cual los aislados se consideraron 
diferentes. 
Para finalizar, el 10% de los aislados incluidos en cada dendrograma, así como 
aquellos aislados que se agrupaban en un dendrograma individual, tanto de BAL como 
de Lev, se analizaron mediante espectrometría de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted 
Laser Desorption/Ionization-Time Of Flight) en Probisearch S. L. (Fundación Parque 
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Científico de Madrid). La identificación de las especies se definió con un 99-100% de 
similitud en comparación con su propia base de datos. 
2.5.2. Estudio de biodiversidad de las bacterias ácido-lácticas (BAL) y de las 
levaduras (Lev). 
Para determinar la riqueza de especies de BAL y Lev en cada ganadería se calculó el 
índice de biodiversidad de Simpson que tiene en consideración tanto el número de 
especies presentes como la abundancia relativa de cada una de las especies encontradas. 
A medida que aumenta la riqueza y la uniformidad de las especies, también aumenta la 
diversidad. Se utilizó la siguiente ecuación: 
𝐷=1 − (∑ 𝑛(𝑛 − 1)𝑁(𝑁 − 1) ) 
Donde: 
D = índice de diversidad de Simpson. 
n = número total de organismos de una especie. 
N = número total de organismos de todas las especies en el mismo entorno. 
El valor D oscila entre 0 (sin diversidad) y 1 (diversidad infinita).  
Además, con el objetivo de evaluar la diversidad genética, se calculó el porcentaje 
de biodiversidad de las especies como el cociente entre el número de cepas de una especie 
y el total de aislados de la especie, donde los valores más altos indican una mayor 
diversidad. 
2.6. Análisis estadísticos. 
Los recuentos de microorganismos se escalaron en variables ordinales de cinco 
niveles basados en cuantiles del 20%, debido a que la distribución de algunos recuentos 
fue fuertemente no-normal (Meulman y cols., 2004). 
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Se utilizó el análisis de componentes principales categóricos (CATPCA, SPSS v. 
15.0) para identificar patrones de variación común en la concentración de 
microorganismos (RMT, BAL, Lev, Mo, St, EA, y BAB) entre las distintas matrices 
muestreadas (L, A1, A2, Ali y P). CATPCA es una técnica multivariante que reduce la 
información contenida en un conjunto de n variables observadas en un conjunto más 
pequeño de componentes no correlacionados (dimensiones) que representan patrones 
comunes dentro de los datos originales (Meulman, 1992). A diferencia del análisis de 
componentes principales, CATPCA permite escalar las variables originales a diferentes 
niveles y, por tanto, no hace supuestos de normalidad (Pizarro y cols., 2020).  
Para obtener relaciones consistentes en la concentración de cada microorganismo 
entre los distintos lugares de muestreo, primero exploramos con la Tau-B de Kendall las 
correlaciones entre todos los recuentos (Xu y cols., 2013). CATPCA se interpretó desde 
el punto de vista biológico observando las saturaciones de las variables originales con las 
dimensiones extraídas. Sólo se seleccionaron las dimensiones con valores propios 
mayores que 1 (Abson y cols., 2012). 
Después de la aplicación de CATPCA, se calcularon las puntuaciones factoriales de 
cada dimensión para cada muestreo. Las puntuaciones factoriales individuales se 
analizaron utilizando un modelo mixto (procedimiento MIXED en SAS® versión 9.1, 
SAS Institute Inc., Cary, NC) para identificar y describir los factores que determinan cada 
dimensión (Gonzalo y cols., 2019). El modelo podría expresarse como: 
𝐷𝑗 = ∑ 𝛽𝑖𝑛𝑖=1 𝑓𝑖 + 𝛿 
Donde: 
Dj = puntuación factorial de la dimensión evaluada. 
βi = parámetros desconocidos para estimar. 
fi = variables explicativas. 
δ = término de error. 
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 Los factores para evaluar la concentración de los distintos microorganismos en las 
distintas matrices fueron los siguientes: Ovejas: número de hembras totales; Producción: 
leche producida al año; Estación; estación del año; TempSO: temperatura en la sala de 
ordeño; TempNO: temperatura en la nave de las ovejas de ordeño; HumSO: humedad 
en la sala de ordeño; HumNO: humedad en la nave de las ovejas de ordeño; OriSO: 
orientación de la sala de ordeño; OriNO: orientación de la nave de ordeño; VentNO: 
ventilación de la nave de las ovejas de ordeño; HigSO: higiene de la sala de ordeño; 
HigNO: higiene de la nave de las ovejas de ordeño; Línea: tipo de línea de ordeño; 
LimpSO: frecuencia de limpieza de la sala de ordeño; Filtro: frecuencia de cambio del 
filtro de ordeño; Contacto suelo: contacto frecuente de las pezoneras con el suelo; Ácido: 
frecuencia del uso de ácido en la limpieza de la máquina de ordeño; LecheríaSO: existe 
comunicación directa lechería-sala de ordeño; Grano: dispensación de alimento 
(gránulos de pienso, cereales, etc.) en la sala de ordeño; Mamitis: porcentaje de mamitis 
clínicas; Secado: aplicación de algún tratamiento de secado; Alimentación: unifeed 
comercial o propio; Ensilado: uso de ensilado en la alimentación de las ovejas de ordeño; 
HigT: higiene del tanque de ordeño; TipoT: tipo de tanque de ordeño; RevisiónT: 
periodicidad de revisión del tanque de ordeño. Como los factores Ovejas, Producción, 
TempSO, TempNO, HumSO, HumNO y Mamitis son variables métricas, para poder ser 
incluidos como factores en el modelo mixto se deben transformar en variables categóricas 
utilizando como límites la media en el caso de Ovejas, Producción y Mamitis, y los 
cuartiles como límites en el caso de TempSO, TempNO, HumSO, HumNO. La 
distribución de frecuencias de estos factores, así como la descripción de los factores 
cuantitativos, se pueden observar en la Tabla 4. 
Las condiciones utilizadas para determinar una higiene adecuada de la sala de ordeño 
fueron la ausencia de partículas de polvo en el aire, la ausencia de basura en el suelo y 
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que la sala no presentara acúmulo de enseres; las condiciones utilizadas para determinar 
una higiene adecuada en la nave de las ovejas de ordeño fueron el buen estado de la cama 
(suficiente y limpia), la ausencia de partículas de polvo en el aire y la ausencia de restos 
de alimento en los comederos; las condiciones utilizadas para determinar una ventilación 
adecuada en la nave de las ovejas de ordeño fueron la ausencia de olor a amoníaco y la 
presencia de ventanas y puertas suficientes para proporcionar una buena ventilación; y 
las condiciones para una correcta higiene del tanque fueron la ausencia de polvo sobre la 
superficie del mismo, si alguna de sus compuertas está descubierta, la posible presencia 
de insectos en el interior del tanque y si se sigue un protocolo para su limpieza.  
Los modelos se especificaron para analizar los efectos principales de los factores, 
siguiendo una secuencia de construcción manual basada en Molina y cols. (2018) para 
evitar problemas derivados del pequeño tamaño muestral (48 casos completos). Como 
criterio de retención se fijó un nivel de significación P=0,05. El modelo inicial para cada 
dimensión se determinó como aquel modelo de un único predictor significativo con el 
valor del criterio de información de Akaike (AIC) más bajo. En cada paso se fueron 
agregando, o quitando, los factores restantes uno por uno, y los comparamos en base al 
AIC y al factor de inflación de la varianza (FIV). Se consideró que existía un problema 
grave de multicolinealidad si alguno de los FIV era superior a 10 (Alin, 2010). Esta 
secuencia se repitió hasta obtener el modelo con el valor de AIC más bajo, especificado 
con factores significativos y con valores de FIV inferiores a 10. Este se consideró el más 
plausible y se seleccionó como modelo final. El test de Kolmogorov-Smirnov se utilizó 
para verificar la normalidad en la distribución de los residuos, el test de Durbin-Watson 
para detectar la ausencia de autocorrelación de los residuos, y la heterocedasticidad se 
evaluó mediante la prueba de White. El ajuste de los modelos se determinó mediante el 
coeficiente de determinación ajustado (Toro-Mujica y cols., 2011; Angón y cols., 2013). 
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Tabla 4. Distribución de frecuencias (%) y la descripción estadística de las variables cuantitativas obtenidas 
mediante las respuestas de los ganaderos en la encuesta realizada. 
Factores Niveles Frecuencias  Media Desv. T. Mín-Máx 
Ovejas 
≤600 58,3% 
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Después cada ordeño 50% 
- - - Diario 25% 
Menos frecuente 25% 
Filtro 
Después cada ordeño 50% 
- - - Diario 25% 
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Sí 50% 
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Sí 58,3% 




























- - - 
Cerrado 75% 
RevisiónT 
Cada 6 meses 16,7% 
- - - Anual 66,7% 
En averías 16,6% 
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(Tabla 4. continuación) Desv. T.: desviación típica; Mín: valor mínimo; Máx: valor máximo; Ovejas: 
número de hembras totales; Producción: leche producida al año; Estación; estación del año; TempSO: 
temperatura en la sala de ordeño; TempNO: temperatura en la nave de las ovejas de ordeño; HumSO: 
humedad en la sala de ordeño; HumNO: humedad en la nave de las ovejas de ordeño; OriSO: orientación 
de la sala de ordeño; OriNO: orientación de la nave de ordeño; VentNO: ventilación de la nave de las ovejas 
de ordeño; HigSO: higiene de la sala de ordeño; HigNO: higiene de la nave de las ovejas de ordeño; Línea: 
tipo de línea de ordeño; LimpSO: frecuencia de limpieza de la sala de ordeño; Filtro: frecuencia de cambio 
del filtro de ordeño; Contacto suelo: contacto frecuente de las pezoneras con el suelo; Ácido: frecuencia 
del uso de ácido en la limpieza de la máquina de ordeño; LecheríaSO: existe comunicación directa lechería-
sala de ordeño; Grano: dispensación de alimento en la sala de ordeño; Mamitis: porcentaje de mamitis 
clínicas; Secado: aplicación de algún tratamiento de secado; Alimentación: unifeed comercial o propio; 
Ensilado: uso de ensilado en la alimentación de las ovejas de ordeño; HigT: higiene del tanque de ordeño; 
TipoT: tipo de tanque de ordeño; RevisiónT: periodicidad de revisión del tanque de ordeño. 
En el caso específico donde se han estudiado de forma individual las comunidades 
de BAL y levaduras en leche, también se utilizó un modelo mixto (procedimiento MIXED 
en SAS® versión 9.1, SAS Institute Inc., Cary, NC) para examinar los factores que 
influyen en la variación de log10 BAL y log10 Lev en la leche (Gonzalo y cols., 2019). 
Los factores evaluados fueron los comentados previamente, sin embargo, para el 
modelo sólo se tuvieron en cuenta aquellos factores considerados que podrían influenciar 
la concentración de este tipo de microorganismos. 
Las concentraciones de BAL en A1 y A2 y de Lev en A1, A2, Ali y P mostraron una 
fuerte distribución no-normal, por lo que se decidió escalarlo dentro de una variable 
categórica con dos niveles (0=ausencia de microorganismo; 1=presencia). Sin embargo, 
en el caso de las BAL en alimento (Ali) y en la suciedad de los pezones (P) se analizaron 
como factores continuos. 
En primer lugar, se cuantificó la fuerza de la asociación bivariada entre factores y 
log10 BAL/Lev en leche mediante ANOVA (factores con tres o más niveles) o pruebas t 
de Student (factores con dos niveles). Los factores asociados significativamente con log10 
BAL/Lev (p <0,20) se consideraron variables candidatas a incluir en el modelo mixto.  
En segundo lugar, los modelos mixtos se especificaron de acuerdo a la secuencia de 
construcción manual previamente descrita para determinar los factores que influyen en 
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las dimensiones resultantes del CATPCA, considerando sólo los factores 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
3.1. Descripción de las características microbiológicas en las ganaderías. 
Los estadísticos descriptivos de los distintos microorganismos estudiados tanto en 
leche de tanque como en el aire de la sala de ordeño y del alojamiento de las ovejas de 
ordeño, de la alimentación de las ovejas de ordeño y de la superficie de los pezones se 
exponen en la Tabla 5. 
Tabla 5. Estadísticos descriptivos de los microorganismos en las distintas matrices estudiadas de las 
ganaderías de raza Manchega. 
Variable N Media Desviación típica Error estándar 
RMT-L 48 5,122 0,467 0,067 
RMT-A1 48 2,522 0,611 0,088 
RMT-A2 48 2,771 0,718 0,104 
RMT-Ali 48 5,878 0,528 0,076 
RMT-P 48 4,660 0,405 0,058 
BAL-L 48 4,214 0,668 0,096 
BAL-A1 48 0,638 0,844 0,122 
BAL-A2 48 0,843 1,043 0,151 
BAL-Ali 48 4,500 1,356 0,196 
BAL-P 48 2,910 0,587 0,085 
Lev-L 48 2,112 1,458 0,211 
Lev-A1 48 0,151 0,511 0,074 
Lev-A2 48 0,144 0,499 0,072 
Lev-Ali 48 3,231 1,114 0,161 
Lev-P 48 0,500 0,756 0,109 
Mo-L 48 0,920 1,358 0,196 
Mo-A1 48 1,486 1,000 0,144 
Mo-A2 48 1,833 0,760 0,110 
Mo-Ali 48 3,920 0,826 0,119 
Mo-P 48 0,494 0,723 0,104 
St-L 48 4,083 0,463 0,067 
St-A1 48 1,941 0,873 0,126 
St-A2 48 2,308 0,976 0,141 
St-Ali 48 4,504 0,990 0,144 
St-P 48 4,335 0,486 0,070 
EA-L 48 1,694 0,706 0,103 
EA-A1 48 1,646 0,708 0,102 
EA-A2 48 1,413 0,920 0,133 
EA-Ali 48 4,171 0,884 0,128 
EA-P 48 2,407 0,409 0,059 
BAB-L 48 3,023 0,482 0,070 
BAB-A1 48 3,145 0,662 0,096 
BAB-A2 48 3,060 0,613 0,089 
BAB-Ali 48 5,574 0,932 0,135 
BAB-P 48 3,738 0,539 0,078 
N: tamaño de la muestra; RMT: recuento de mesófilos totales; BAL: bacterias ácido-lácticas; Lev: 
levaduras; Mo: mohos; St: estafilococos; EA: esporas aerobias; BAB: esporas butíricas; L: leche (log10 
UFC/ml, excepto para BAB-L que se mide en log10 esporas/L); A1: aire de la sala de ordeño (log10 UFC/m3, 
excepto para BAB-A1 que se mide en log10 esporas/m3); A2: aire de la nave de las ovejas de ordeño (log10 
UFC/m3, excepto para BAB-A2 que se mide en log10 esporas/m3); Ali: alimento (log10 UFC/g, excepto para 
BAB-Ali que se mide en log10 esporas/g); P: superficie del área cercana a los pezones (log10 UFC/pezones, 
excepto para BAB-P que se mide en log10 esporas/pezones). 
 
Resultados y Discusión 
58 
 
En este estudio se ha constatado la magnitud y el comportamiento de diversos 
microorganismos relacionados con el ambiente de las ganaderías de ovino lechero. En 
general, se ha observado que en leche de tanque y en la superficie de los pezones los 
niveles de mohos, estafilococos y BAB son similares, lo cual supone un riesgo directo 
para la contaminación de la leche de tanque durante el ordeño debido a la suciedad de la 
zona de los pezones. Esta relación es muy relevante especialmente en ovino lechero, en 
el que la práctica de limpieza de pezones previa al ordeño (pre-dipping) no se realiza de 
forma rutinaria como en vacuno lechero, ya que es poco viable, por el tiempo que se 
necesitaría para esta práctica con un gran número de ovejas en ordeño. 
También se observa que la concentración de microorganismos del aire de la sala de 
ordeño y del aire del alojamiento de las ovejas de ordeño es similar, con excepción de los 
estafilococos, lo que parece indicar que ambos ambientes están interrelacionados. En aire, 
los valores más altos de microorganismos se observan para RMT y BAB, mientras que 
los más bajos corresponden a BAL y levaduras, microorganismos muy importantes desde 
el punto de vista tecnológico. En el caso de los estafilococos, se observa un mayor 
recuento medio en el aire de la nave de las ovejas de ordeño (St-A2=2,308 log10 UFC/m3), 
superior al constatado en la sala de ordeño (St-A1=1,941 log10 UFC/m3), ambos a tener 
en consideración dada la importancia de este microorganismo en la instauración de 
infecciones intramamarias.  
Asimismo, se ha observado (Tabla 5) que las concentraciones de RMT y de BAL en 
las distintas matrices siguen un patrón similar: los recuentos del alimento de las ovejas de 
ordeño y de la leche de tanque presentan los valores más altos, mientras que los recuentos 
del aire de la sala de ordeño y de la nave de las ovejas de ordeño muestran los niveles más 
bajos. Estos resultados indican que BAL es un grupo de microorganismos relevante en el 
RMT. 
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En el caso de los mohos, cabe destacar que la concentración en leche de tanque es la 
más baja de todos los microorganismos estudiados (Mo-L=0,920 log10 UFC/ml), similar 
en rango al recuento de la superficie de pezones. Sin embargo, sí existe una evidente 
contaminación ambiental a la vista de los niveles de concentración en el aire de la sala de 
ordeño y de la nave de las ovejas de ordeño (Mo-A1=1,486 log10 UFC/m3, Mo-A2=1,833 
log10 UFC/m3), así como de los niveles de concentración en el alimento (Mo-Ali=3,920 
log10 UFC/g). 
En referencia a los microorganismos esporulados, se han observado mayores niveles 
de BAB que de aerobios en todas las matrices estudiadas. Comparando estas matrices, se 
constata que el mayor nivel de ambos se encuentra en el alimento de las ovejas de ordeño, 
seguido de la superficie de los pezones, siendo similares los niveles en leche de tanque y 
en el aire de sala y de la nave de ordeño. 
A continuación, se exponen los resultados de los distintos grupos microbianos de 
importancia ambiental, desde el punto de vista de riesgo de contaminación de la leche de 
tanque de las ganaderías de ovino lechero. 
3.1.1. Recuento de Mesófilos Totales (RMT). 
El valor medio de RMT de la leche de tanque ha sido 5,122 log10 UFC/ml, similar a 
otros estudios previos (De Garnica y cols., 2011), aunque algo inferior al trabajo de 
Jiménez (2019) en ovino manchego. A la vista de los límites impuestos por el Reglamento 
(CE) nº 853/2004, el valor medio de RMT de la leche de tanque de las ganaderías 
estudiadas está por debajo del recuento máximo permitido (5,7 log10 UFC/ml) para la 
leche cruda destinada a la fabricación de productos sin tratamiento térmico previo. Sin 
embargo, como ya se ha comentado, el RMT es un parámetro poco específico para 
determinar la calidad higiénica de la leche de tanque, por lo que sería conveniente estudiar 
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los grupos microbianos más importantes desde el punto de vista higiénico-sanitario y 
tecnológico. 
En el caso de RMT-Ali se ha obtenido el valor más alto de todo el estudio, con 5,878 
log10 UFC/g. lo que destaca la matriz del alimento como un posible factor de 
contaminación de RMT en la leche de tanque. Del mismo modo, encontramos la matriz 
de superficie de pezones (4,660 log10 UFC/pezones), como posible factor de 
contaminación de RMT en la leche de tanque, puesto que estos valores de concentración 
para este tipo de microorganismos son los más altos obtenidos de todos los analizados en 
el estudio. Estos valores son significativamente mayores que los recuentos obtenidos en 
otros estudios realizados en ovino lechero, donde obtuvieron recuentos de 2,5 log10 
UFC/cm2 en superficie de la ubre (Tonamo y col., 2020). 
Es importante resaltar los valores de RMT obtenidos en el ambiente de la ganadería, 
con 2,522 log10 UFC/m3 en aire de la sala de ordeño y 2,771 log10 UFC/m3 en aire de la 
nave de las ovejas de ordeño. La presencia de una concentración elevada de microbiota 
en el ambiente puede suponer una contaminación a través del aire de la ganadería, que 
actúa como un vehículo de dispersión natural, pudiendo llegar a contaminar la leche de 
tanque. El hecho de estudiar la presencia de esta microbiota ambiental y las vías que usan 
para poder contaminar la leche puede resultar determinante para la obtención de un 
producto de calidad, debido a la falta de estudios existentes en este contexto. 
3.1.2. Bacterias ácido-lácticas (BAL). 
La media para el recuento de las BAL ha sido de 4,214 log10 UFC/ml, prácticamente 
en concordancia con otros estudios (Pérez-Elortondo y cols., 1999; Delavenne y cols., 
2012; Centi y cols., 2017). Las BAL son unos microorganismos esenciales desde el punto 
de vista tecnológico, ya que contribuyen de manera significativa en los procesos de 
fermentación y aportan propiedades organolépticas al queso (Poveda y cols., 2004). 
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En las muestras de aire, resulta interesante observar que la presencia de BAL no es 
elevada (0,638 log10 UFC/m3 para A1 y 0,843 log10 UFC/m3 para A2) si se compara con 
otras matrices, como el alimento (4,5 log10 UFC/g) y/o la superficie de los pezones (2,910 
log10 UFC/pezones), que probablemente contribuyan a la presencia de BAL en la leche 
de tanque dentro de las ganaderías. Bouton y cols. (2007) indicaban que parece existir un 
flujo de Lactobacillus entre la máquina de ordeño y la leche de tanque en ganado vacuno, 
siendo el origen de estas especies la alimentación y la cama, desde donde se puede 
contaminar la superficie de los pezones. Sin embargo, es importante resaltar el hecho de 
que algunas especies de BAL, pertenecientes a los géneros Streptococcus y Lactobacillus, 
se dan de forma natural en la leche de ovejas sin síntomas clínicos de mamitis (Esteban-
Blanco y cols., 2019), por lo que se ha de considerar como una fuente para la presencia 
de BAL en leche. 
3.1.3. Levaduras (Lev). 
Para levaduras se obtuvo una media de 2,112 log10 UFC/ml, coincidiendo con otras 
investigaciones previas (Torkar y Vengušt, 2008; Esteban, 2018). Está demostrado que la 
presencia de comunidades de levaduras puede influir positivamente en las propiedades 
del queso. Sin embargo, las altas concentraciones de levaduras podrían provocar el 
deterioro del mismo y la producción de olores y sabores desagradables (Esteban, 2018). 
Por estas razones, es importante mejorar el conocimiento sobre la comunidad de levaduras 
presente en el entorno de las ganaderías, que podría afectar la leche y los productos 
lácteos. 
Al igual que para las BAL, las levaduras presentan concentraciones bajas en ambos 
aires (0,151 log10 UFC/m3 para A1 y 0,144 log10 UFC/m3 para A2). Del mismo modo, los 
valores encontrados en la superficie de pezones son bajos (0,5 log10 UFC/pezones). Por 
ello, al igual que pasa en el caso de las BAL, se podría pensar que la fuente de 
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contaminación más influyente de las matrices estudiadas en esta investigación podría ser 
el alimento (3,231 log10 UFC/g). Sin embargo, la presencia de levaduras en el ambiente, 
en especial en el aire del alojamiento de las ovejas de ordeño, tiene gran importancia en 
la contaminación de la leche de tanque por levaduras, como se observará en apartados 
posteriores.  
3.1.4. Mohos (Mo). 
En el caso de los mohos se ha obtenido un recuento medio de 0,920 log10 UFC/ml, 
prácticamente similar a la concentración obtenida por Torkar y Vengušt (2008) en su 
estudio (0,6 log10 UFC/ml). La presencia de mohos en leche de oveja es importante, sobre 
todo para garantizar la seguridad del consumidor, ya que existen géneros como el 
Aspergillius que pueden producir micotoxinas. Además, los mohos son responsables de 
muchos problemas tecnológicos en el queso, aunque existen ciertas especies que pueden 
crecer en su superficie realizando una labor muy importante en la maduración del queso. 
Los valores de mohos en la superficie de los pezones son incluso más bajos que en 
leche (0,494 log10 UFC/pezones), siendo la matriz más contaminada el alimento (3,920 
log10 UFC/g), como también se ha observado para el resto de los microorganismos 
estudiados. Además, el hecho de que la presencia de mohos en los ambientes (1,486 log10 
UFC/m3 para el caso de A1 y 1,833 log10 UFC/m3 en el caso de A2) sea mayor que en la 
leche de tanque puede implicar que existe una recirculación de mohos en la ganadería, 
pero no llega a colonizar la superficie de pezones, matriz que puede ser clave para la 
contaminación de la leche de tanque. 
3.1.5. Estafilococos (St). 
En cuanto al grupo de estafilococos, la media aritmética obtenida ha sido 4,083 log10 
UFC/ml, similar al estudio de Jiménez y cols. (2014). Estos microorganismos son los más 
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prevalentes en las infecciones intramamarias (Albenzio y cols., 2002), habiéndose 
descrito un mayor recuento en explotaciones de mayor producción lechera (Jiménez, 
2019) así como en sistemas de producción más intensivos (Marogna y cols., 2010). 
Además, se pueden observar también niveles altos de estafilococos tanto en superficie de 
los pezones (4,335 log10 UFC/pezones) como en muestras de alimento (4,504 log10 
UFC/g). 
Cabe destacar los valores de estafilococos encontrados tanto en aire de la sala de 
ordeño (1,941 log10 UFC/m3) como en el aire de la nave de las ovejas de ordeño (2,308 
log10 UFC/m3). El estudio de la microbiota presente en el ambiente de las ganaderías de 
ovino lechero, que no ha sido previamente investigado, adquiere especial relevancia para 
la prevención y el control de los niveles de estafilococos, y de las infecciones 
intramamarias en el rebaño. 
3.1.6. Bacterias formadoras de esporas aerobias (EA). 
En el caso de microorganismos esporulados, los resultados obtenidos fueron 1,694 
log10 UFC/ml. En estudios previos en leche de vacuno se ha observado una gran 
variabilidad en el recuento, con rangos entre 1,460 y 4,450 log10 UFC/ml (Buehner y 
cols., 2014; Montebello y cols., 2018). Las esporas aerobias, principalmente de Bacillus 
spp., son un problema para la industria láctea debido a su capacidad para producir enzimas 
extracelulares hidrolíticas que causan sabores desagradables y defectos estructurales en 
la leche (Montebello y cols., 2018).  
Los valores encontrados en aire para los microorganismos esporulados son 
prácticamente idénticos (1,646 log10 UFC/m3 para el caso de A1 y 1,413 log10 UFC/m3 en 
el caso de A2), lo que podría suponer una recirculación entre ambientes donde 
encontramos prácticamente el mismo nivel de esporas en la ganadería, puesto que las 
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esporas son capaces de soportar la deshidratación y condiciones adversas del transporte 
mediante el aire. 
El recuento de EA en alimento es el más elevado de las matrices estudiadas (4,171 
log10 UFC/g), siendo también relevante la concentración obtenida para la superficie de 
pezones (2,407 log10 UFC/pezones). El recuento de esporas aerobias es un buen indicador 
de la suciedad de las ubres en vacuno (Vissers y cols., 2007b), por lo que su estudio en 
ovino lechero podría ser clave para comprender la transmisión de microrganismos desde 
la suciedad cercana al pezón hacia la leche de tanque. 
3.1.7. Esporas ácido-butíricas (BAB). 
El valor medio para el grupo de las BAB es de 3,023 log10 esporas/L, similar a los 
valores obtenidos en el estudio de Arias y cols. (2013), e inferiores a los obtenidos por 
Garde y cols. (2011) que fueron 4,160 log10 esporas/L, diferencias que pueden deberse a 
la tipología de las ganaderías estudiadas dentro de la misma área de estudio. El nivel de 
BAB en leche es considerado de gran interés debido a que son los microorganismos 
causantes de un grave problema de carácter tecnológico como es la hinchazón tardía de 
los quesos de pasta prensada (Arias y cols., 2013). 
En el caso del ambiente, estas esporas se comportan igual que las bacterias 
formadoras de esporas aerobias, con recuentos similares en sala de ordeño y alojamiento 
de las ovejas de ordeño (3,145 log10 esporas/m3 para el caso de A1 y 3,060 log10 
esporas/m3 en el caso de A2), lo que sugiere la existencia de una recirculación de esporas 
en la ganadería. Del mismo modo que para los microorganismos esporulados, 
encontramos el mayor nivel de BAB en el alimento (5,574 log10 UFC/g) y un nivel 
importante en la superficie de los pezones (3,738 log10 UFC/pezones), lo que puede 
indicar que, de las matrices estudiadas, estas dos son las principales fuentes de 
contaminación de esporas butíricas de la leche de tanque. Arias y cols. (2013) también 
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indican que el riesgo de contaminación por BAB de la leche de tanque se incrementa 
cuando aumenta el nivel de contaminación de BAB en la ración de las ovejas de ordeño; 
asimismo, Vissers y cols. (2007b) establecieron una relación entre el recuento de esporas 
en leche y la superficie de los pezones. 
3.2. Influencia de las prácticas ganaderas sobre los distintos grupos 
microbianos. 
En este apartado se estudia la relación entre las prácticas ganaderas sobre los 
diferentes microorganismos encontrados en las distintas matrices de las ganaderías, así 
como las posibles rutas de contaminación entre matrices estudiadas, lo cual tiene especial 
relevancia dada las escasas investigaciones sobre estos aspectos en ovino lechero. 
En la Tabla 6 se presentan las correlaciones significativas obtenidas con la tau-B de 
Kendall entre los diferentes microorganismos en las diferentes matrices. Los resultados 
muestran correlaciones significativas dentro de cada tipo de microorganismos, pero 
también entre distintos microbios, por lo que se optó por aplicar un modelo CATPCA 
para cada uno de ellos, con el objetivo de resaltar patrones dentro de los datos sobre el 
mismo microorganismo, evitando así que CATPCA se sature con patrones entre ellos. El 
análisis se realizó de forma multivariante entre todos los microorganismos y todos los 
factores (Tablas 7 y 8). A continuación, se presentan los resultados para cada tipo de 
microorganismo. 
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Tabla 6. Asociaciones bivariadas (tau-B de Kendall) entre la concentración de los diferentes microorganismos en las diferentes matrices evaluadas. 
 L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 P1 P2 P3 P4 P5 P6 
L2                                   
L3 ,54                                  
L4 ,37  ,27                                
L5 ,45  ,33 ,32                               
L6    ,23                               
L7 ,25  ,27 ,46 ,23                              
A1   ,28    ,27                            
A2  ,27      ,46                           
A3   ,21     ,62 ,40                          
A4  ,26                                 
A5    ,28    ,35 ,42 ,42                         
A6   ,30   ,49  ,27 ,22                          
A7        ,62 ,56 ,35   ,21                      
B1        ,33  ,24  ,26                       
B2  ,24   ,24   ,24 ,28 ,35  ,30   ,45                    
B3          ,23  ,25   ,64 ,48                   
B4               ,25                    
B5        ,26  ,29  ,42   ,35 ,38 ,46 ,31                 
B6        ,29   -,29  ,33  ,34 ,36 ,24  ,40                
B7        ,23      ,27 ,41 ,31    ,24               
F1         ,21 ,33  ,33    ,32   ,28 ,27               
F2                   ,22   ,40             
F3                  ,24  ,21  ,41 ,58            
F4  ,23 ,20      ,36 ,31  ,26    ,25      ,41 ,31 ,33           
F5  ,24       ,28 ,23           -,22 ,34 ,43 ,36 ,51          
F6                      ,22 ,58 ,45 ,36 ,51         
F7  -,33  -,26    ,21            ,23 ,29              
P1   ,27 ,27    ,26 ,26 ,36  ,28          ,31 ,24  ,23          
P2  ,50       ,34 ,24  ,22        -,24   ,26  ,34 ,28 ,35  ,27      
P3         ,22 ,35  ,32          ,34 ,21  ,29  ,29  ,52      
P4  ,31             -,26  -,29        ,30          
P5  ,30  ,25 ,24    ,27 ,28  ,32      -,25  -,25 -,33  ,24  ,25    ,38 ,41 ,38    
P6  ,23    ,50 ,23      ,43    -,37  -,24    ,26    ,32 -,21  ,31   ,25  
P7                 -,29    ,27        -,24     ,24 
L: leche (L); A: aire sala ordeño (A1); B; Aire de la nave de ovejas de ordeño (A2); F: alimento (Ali); P: suciedad área de pezones (P);  
1: mesófilos totales (RMT); 2: estafilococos (St); 3: esporas aerobias (EA); 4: levaduras (Lev); 5: bacterias ácido-lácticas (BAL); 6: esporas butíricas (BAB); 7: mohos (Mo). 
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Levaduras Mohos Estafilococos Esporas 
aerobias 
Esporas butíricas 
RMT-D1 RMT-D2 BAL-D1 BAL-D2 Lev-D1 Lev-D2 Mo-D1 Mo-D2 St-D1 St-D2 EA-D1 BAB-D1 BAB-D2 
Leche (L) 0,69 -0,08 0,10 0,86 0,52 0,43 -0,15 -0,73 0,67 -0,47 0,73 0,82 -0,02 
Sala de ordeño (A1) 0,68 -0,43 0,82 0,01 0,41 0,55 0,64 -0,13 0,82 0,23 0,70 0,82 0,29 
Nave de ordeño (A2) 0,63 -0,46 0,67 -0,34 0,39 0,57 0,82 -0,00 0,42 0,68 0,59 0,35 0,87 
Alimentación (Ali) 0,35 0,81 0,42 -0,43 0,68 -0,44 0,56 0,42 -0,03 0,70 0,64 0,47 -0,30 
Pezones (P) 0,69 0,52 0,64 -0,49 0,76 -0,40 0,53 -0,61 0,77 -0,18 0,84 0,78 -0,49 
Autovalor 1,94 1,35 1,73 1,29 1,62 1,26 1,69 1,20 1,90 1,26 2,50 2,30 1,18 
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Tabla 8. Factores asociados con las dimensiones extraídas mediante modelos mixtos. 
 Dimensiones (F valor de factores significativos, p <0,05) 
Factores RMT-D1 RMT-D2 BAL-D1 BAL-D2 Lev-D1 Lev-D2 Mo-D1 Mo-D2 St-D1 St-D2 EA-D1 BAB-D1 BAB-D2 
Ovejas ns 4,71 5,35 ns ns ns ns ns 5,45 ns ns 8,62 ns 
Producción ns ns ns ns ns ns ns ns ns 3,27 ns ns ns 
Estación ns ns ns ns 2,76 ns ns ns ns ns ns ns ns 
TempSO 4,81 ns ns ns ns ns 6,02 ns 9,61 ns ns ns ns 
TempNO ns ns 4,99 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
HumSO ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
HumNO ns ns ns ns ns 3,26 ns ns ns ns ns ns ns 
OrientSO ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
OrientNO ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
VentNO ns ns 5,68 ns ns ns 4,93 2,51 15,07 ns ns ns ns 
HigSO ns ns ns ns ns 3,25 ns 4,32 ns ns ns ns ns 
HigNO ns ns ns ns ns ns ns ns ns 3,08 ns ns ns 
Línea 4,70 ns ns 5,84 ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
LimpiezaSO ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
Filtro ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 2,93 11,79 ns 
Contacto suelo ns 5,95 ns ns 10,04 ns ns ns 24,86 ns ns ns ns 
Ácido ns ns ns 3,36 ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
LecheríaSO ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
Grano 6,42 ns ns ns ns ns 5,32 ns ns ns ns ns ns 
Mamitis 13,59 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
Secado ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
Alimentación ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
Ensilado 4,68 ns ns ns 12,73 ns ns 10,34 ns ns 26,43 9,90 ns 
HigT ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
TipoT ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
RevisiónT ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
Valor crítico <0,01 <0,01 <0,001 <0,01 <0,001 <0,05 <0,001 <0,01 <0,001 <0,05 <0,001 <0,001 ns 
R2 ajustada 34,8 18,7 38,7 15,9 24,1 17,2 26,5 17,9 58,0 10,3 43,3 47,0 - 
Ovejas: número de hembras totales; Producción: leche producida al año; Estación; estación del año; TempSO: temperatura en la sala de ordeño; TempNO: temperatura en la 
nave de las ovejas de ordeño; HumSO: humedad en la sala de ordeño; HumNO: humedad en la nave de las ovejas de ordeño; OriSO: orientación de la sala de ordeño; OriNO: 
orientación de la nave de ordeño; VentNO: ventilación de la nave de las ovejas de ordeño; HigSO: higiene de la sala de ordeño; HigNO: higiene de la nave de las ovejas de 
ordeño; Línea: tipo de línea de ordeño; LimpSO: frecuencia de limpieza de la sala de ordeño; Filtro: frecuencia de cambio del filtro de ordeño; Contacto suelo: posibilidad de 
contacto de las pezoneras con el suelo; Ácido: frecuencia del uso de ácido en la limpieza de la máquina de ordeño; LecheríaSO: existe comunicación directa lechería-sala de 
ordeño; Grano: adición de alimento en la sala de ordeño; Mamitis: porcentaje de mamitis clínicas; Secado: aplicación de algún tratamiento de secado; Alimentación: unifeed 
comercial o propio; Ensilado: uso de ensilado; HigT: higiene del tanque de ordeño; TipoT: tipo de tanque de ordeño; RevisiónT: periodicidad de revisión del tanque de ordeño.
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3.2.1. Recuento de Mesófilos Totales (RMT). 
Se retuvieron dos dimensiones en los recuentos de mesófilos totales (RMT), que 
explicaron el 65,46% de la variación total en las cinco matrices estudiadas (leche de 
tanque, aire de sala de ordeño y nave de las ovejas de ordeño, alimentación de las ovejas 
de ordeño y superficie de los pezones) incluidas en CATPCA (Tabla 7). 
La primera dimensión (RMT-D1) relacionó positivamente la concentración en la 
leche de tanque con la suciedad en la superficie de los pezones y el aire de la sala de 
ordeño y de la nave de las ovejas de ordeño. El modelo GLM con el mejor ajuste para la 
dimensión RMT-D1 obtuvo un coeficiente de determinación ajustado del 34,80%, e 
incluyó cinco de los factores estudiados en las ganaderías: uso de ensilado en la 
alimentación de las ovejas de ordeño, adición de alimento en la sala de ordeño (grano), 
porcentaje de mamitis clínicas en la ganadería, tipo de línea de ordeño, y temperatura 
media de la sala de ordeño (Tabla 8). La concentración de microorganismos presentes en 
las matrices de la dimensión RMT-D1 (leche, suciedad del área cercana a los pezones, y 
ambos aires de la explotación) aumentó significativamente cuando se utilizaba ensilado 
en la ración de las ovejas de ordeño y se adicionaba alimento durante el ordeño (grano), 
cuando el porcentaje de mamitis clínicas era elevado (superior al 2%), la ganadería 
disponía de una línea de ordeño baja, así como cuando la temperatura media de la sala de 
ordeño era superior a 14ºC (Figura 2a). 
El uso de ensilado en la ración de las ovejas de ordeño está relacionado con el 
incremento significativo de la concentración de RMT en el ambiente de la ganadería (aire 
de la sala de ordeño y aire del alojamiento de ovejas de ordeño), en la leche de tanque y 
en la superficie de los pezones. 
 




Figura 2. Medias de mínimos cuadrados de las dimensiones extraídas con la concentración de mesófilos 
totales (a: RMT-D1, b: RMT-D2) respecto a los factores incluidos en el modelo mixto con el mejor ajuste. 
Los colores indican diferencias significativas dentro de cada factor (Student–Newman–Keuls, SNK p 
<0,05). 
Previamente, Arias (2013) había observado una tendencia al incremento del RMT en 
leche de tanque cuando se utilizaba ensilado en la alimentación de las ovejas de ordeño. 
Además, en este estudio el uso de ensilado es característico de ganaderías con una gran 
densidad de animales y manejo intensivo, por lo que serían esperables altas 
concentraciones aéreas de RMT, como señalaban Bergonier y cols. (2003). Del mismo 
modo, la dispensación de alimento en sala de ordeño se relaciona con el aumento de RMT 
en las matrices de la dimensión RMT-D1. La dispensación de alimento en la sala de 
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ordeño provoca una mayor circulación del polvo y microorganismos, lo que aumenta el 
riesgo de contaminación de la leche de tanque a través de las pezoneras durante el ordeño. 
En esta línea, el porcentaje de mamitis clínicas en la ganadería es otro factor 
relacionado con la cantidad de RMT en el aire de sala de ordeño y nave de las ovejas de 
ordeño, en la superficie de los pezones y en leche de tanque, siendo superior en las 
ganaderías con un porcentaje de mamitis superior al 2% (dimensión RMT-D1). Estudios 
previos han correlacionado positivamente el recuento de células somáticas de leche de 
tanque (RCS), indicador de infecciones intramamarias, con el RMT (Gonzalo y cols., 
2006; De Garnica y cols., 2013); incluso, otros trabajos como el de Jiménez (2019), 
relacionan el aumento de RCS con una higiene deficiente del alojamiento de las ovejas 
de ordeño. Esta investigación está en concordancia con estos resultados, ya que un 
ambiente más contaminado en las ganaderías, con una mayor suciedad de los pezones de 
las ovejas, podría elevar el RCS y condicionar el aumento de infecciones intramamarias 
en el rebaño. 
En el caso de la línea de ordeño, se observó que la línea baja contribuye a una mayor 
concentración de RMT en el ambiente de la ganadería y suciedad del área de los pezones, 
afectando a la leche de tanque. Existen otros estudios previos donde se mostraban 
diferencias estadísticamente significativas entre el uso de línea alta o línea baja en 
relación a la concentración de RMT, aumentando la presencia de bacterias en las 
ganaderías de ovino con línea alta (Gonzalo y cols., 2019). Sin embargo, en otras 
investigaciones se encontraron diferencias, aunque no fueron significativas, en donde la 
línea baja aumenta la concentración de RMT en ganaderías de ovino Manchego (Jiménez, 
2019). En este estudio, el aumento de RMT en leche en las ganaderías con línea baja 
puede ser debido a la inclusión en el modelo de matrices ambientales como son el aire de 
la sala de ordeño, el aire de la nave de las ovejas de ordeño y la superficie de los pezones, 
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factores no estudiados previamente. Además, la propia configuración de la línea baja en 
cuanto a la disposición de los tubos de leche más cerca del suelo, donde el ambiente está 
más contaminado, así como otros factores diferenciales con el tipo de línea alta, podría 
condicionar el aumento de RMT en leche de tanque en ganaderías con línea baja. 
El RMT en las matrices de RMT-D1 también se ha visto influenciado por la 
temperatura media de la sala de ordeño. Este recuento es menor cuando la temperatura es 
inferior a 14ºC, aumenta con temperaturas entre 14ºC y 20ºC, y aún tiene un mayor 
incremento si la temperatura es superior a 20ºC, lo que es acorde con el rango de 
temperatura óptimo de crecimiento de los microorganismos en condiciones aerobias 
(Camarotte, 2013). Este factor no ha sido previamente estudiado en ganaderías de ovino 
lechero; sólo Sevi y cols. (2009) indicaron que el rango óptimo de temperatura ambiental 
para una eficiente producción lechera en pequeños rumiantes varía entre 5ºC y 20ºC, en 
términos de bienestar animal, estando el valor entre 10ºC y 20ºC en ovino de raza 
Manchega (Ramón y cols., 2016). 
La segunda dimensión (RMT-D2) mostró una relación positiva entre la 
concentración de microorganismos en el alimento suministrado en pesebre a las ovejas 
de ordeño y la suciedad cercana a los pezones (Tabla 7). El modelo GLM con el mejor 
ajuste (18,70%) identificó dos factores significativos: el número de ovejas de la ganadería 
y el contacto de las pezoneras con el suelo (Tabla 8). La concentración de mesófilos 
totales en las matrices de la dimensión RMT-D2 aumentó significativamente cuando el 
número de ovejas en la ganadería es superior a 600 hembras, y se observa una mayor 
caída de pezoneras y su contacto con el suelo (Figura 2b). 
El aumento de RMT cuando la ganadería tiene más de 600 hembras (dimensión 
RMT-D2) también es coherente con la relación de estas ganaderías con una higiene más 
deficiente, lo cual aumenta la cantidad de suciedad en el ambiente y camas, afectando la 
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contaminación por mesófilos del alimento y de los pezones. Arias y cols. (2013) y 
Jiménez y cols. (2015) ya observaron la importancia de la higiene de los alojamientos en 
la ganadería y cómo afecta negativamente a la contaminación ambiental cuando es 
deficiente. Además, una de las zonas más contaminadas de la sala de ordeño es el suelo 
debido a la suciedad acumulada, heces animales y polvo, por lo que, en las ganaderías 
con una alta frecuencia de caídas de pezoneras al suelo, la contaminación a través de los 
pezones de las ovejas será mayor, y por ello la concentración de RMT puede verse 
aumentada. 
3.2.2. Bacterias ácido-lácticas (BAL). 
En el caso de las bacterias ácido-lácticas (BAL), se retuvieron dos dimensiones en el 
estudio multivariante con los factores relacionados con la ganadería, que explicaron el 
60,47% de la variación total (Tabla 7). 
Las saturaciones con BAL-D1 indican una relación positiva entre las concentraciones 
de BAL del aire de la sala de ordeño, el aire de la nave de las ovejas de ordeño y la 
superficie de los pezones. El modelo GLM con el mejor ajuste alcanzó un coeficiente de 
determinación ajustado del 38,70% e identificó tres factores significativamente asociados 
con BAL-D1: el tamaño del rebaño y la ventilación y la temperatura de la nave de las 
ovejas de ordeño (Tabla 8). La concentración de BAL en las matrices asociadas a la 
dimensión BAL-D1 aumentó significativamente en ganaderías con un censo mayor de 
600 ovejas, con alta ventilación y temperaturas superiores a 10ºC en la nave de las ovejas 
de ordeño, siendo más evidente su incremento con temperaturas superiores a 20ºC 
(Figura 3a). 
 




Figura 3. Medias de mínimos cuadrados de las dimensiones extraídas con la concentración de BAL (a: 
BAL-D1, b: BAL-D2) respecto a los factores incluidos en el modelo mixto con el mejor ajuste. Los colores 
indican diferencias significativas dentro de cada factor (Student–Newman–Keuls, SNK p <0,05). 
 
En este caso, se observa que la contaminación en el ambiente de la ganadería se ve 
influenciada por la ventilación. Caroprese (2008) explicó que una ventilación inadecuada 
en las naves de la ganadería es responsable de un incremento en la contaminación 
ambiental, ya que una ventilación pobre aumenta la concentración de gases resultantes de 
la respiración animal y aumenta la humedad, mientras que una ventilación excesiva 
aumenta la concentración de polvo debido probablemente a un régimen de aire turbulento 
causado por los altos flujos de ventilación que mantienen las partículas suspendidas 
durante mucho tiempo. En nuestra investigación, una ventilación elevada genera un 
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aumento de la concentración de BAL en el aire de las ganaderías y en la superficie de los 
pezones, viéndose afectada esta concentración también en las ganaderías con mayor censo 
de ovejas y, por consiguiente, más movimiento de animales y más suciedad y polvo 
transportado, lo que aumenta la concentración de microorganismos en las matrices 
descritas en la dimensión BAL-D1. Además, dicha concentración de BAL también se vio 
afectada por temperaturas superiores a 10ºC en la nave del alojamiento de las ovejas, 
acentuándose en temperaturas superiores a 20ºC, lo cual es coherente con el rango de 
temperaturas óptimo para el crecimiento y dispersión BAL, comprendido entre 30ºC y 
40ºC (Herreros y cols., 2003). 
La segunda dimensión (BAL-D2) sólo mostró una relación positiva de la 
concentración en la leche de tanque (Tabla 7). El modelo GLM con el mejor ajuste 
(25,85%) identificó dos factores significativos: el tipo de línea de la sala de ordeño y el 
uso de ácido durante la limpieza (Tabla 8). La concentración de BAL en las matrices de 
la dimensión BAL-D2 aumentó significativamente con el uso diario de ácido durante la 
limpieza y cuando la ganadería tiene una sala de ordeño de línea baja (Figura 3b). 
En el presente estudio, el sistema de ordeño en línea baja contribuye a la presencia 
de BAL en la leche de tanque, igual que se ha descrito para la concentración de RMT; sin 
embargo, en otro estudio en ovino manchego llevado a cabo por Jiménez (2019) no se 
observaron diferencias significativas en el nivel de BAL entre salas de ordeño de línea 
baja y línea alta. Ante la falta de referencias bibliográficas sobre el tema, estos resultados 
podrían deberse a las diferencias existentes en la concentración de BAL en función de la 
altura de la sala o de la instalación, donde probablemente los mayores niveles de este 
microorganismo se encontrarían en zonas cercanas al suelo, y a diferencias entre el tipo 
de sala de ordeño tal y como se ha comentado en el apartado de RMT-D1. Este hecho 
provocaría un aumento de los niveles de BAL en leche de tanque en ganaderías donde el 
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sistema de ordeño sea en línea baja, particularmente en ganaderías con un mantenimiento 
deficiente en la máquina de ordeño y que puedan tener alterados los valores del sistema 
de vacío, ambos aspectos recientemente evidenciados en instalaciones de ordeño 
españolas (Gonzalo y cols., 2019). 
De la misma forma, el uso diario de ácido en la rutina de limpieza de la máquina de 
ordeño favorece la presencia de BAL en la leche de tanque debido a que esta práctica de 
limpieza probablemente seleccione los microorganismos más resistentes, aunque una 
mayor contaminación microbiana se puede ver favorecida por el deterioro del ácido de 
las pezoneras y tubos de leche. Por lo tanto, el uso diario de detergente ácido podría causar 
un mayor deterioro del material del revestimiento de estos elementos de la sala, lo que 
podría facilitar la proliferación y transmisión de BAL. Las BAL son microorganismos 
que pueden dar una diferenciación cualitativa a los productos lácteos, y su presencia es 
siempre deseable; sin embargo, esta práctica no sólo facilita la aparición de BAL en la 
leche, sino que podría ser un foco de contaminación de bacterias indeseables también. El 
control de la higiene y de las prácticas de limpieza de la sala de ordeño ayudaría a 
preservar una mayor comunidad bacteriana de la leche, obteniendo un perfil más 
equilibrado entre bacterias deseables y no deseables (Verdier-Metz y cols., 2009). 
3.2.3. Levaduras (Lev). 
Para los recuentos de levaduras (Lev) se retuvieron dos dimensiones, que explicaron 
el 57,56% de la variación en las cinco matrices muestreadas e incluidas en CATPCA 
(Tabla 7). 
La primera dimensión (Lev-D1) relacionó positivamente la concentración de 
levaduras en la leche de tanque con la concentración en el alimento de las ovejas de 
ordeño y de la superficie de los pezones. El modelo GLM con el mejor ajuste para la 
dimensión Lev-D1 obtuvo un coeficiente de determinación ajustado del 24,1%, e incluyó 
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dos factores: contacto de las pezoneras con el suelo y el uso de ensilado en la alimentación 
(Tabla 8). La concentración de levaduras en las matrices asociadas a Lev-D1 aumentó 
significativamente cuando era más frecuente la caída de pezoneras, cuando se usó 
ensilado en la alimentación de las ovejas de ordeño y en los meses correspondientes a 
invierno y, sobre todo, otoño. (Figura 4a). 
 
Figura 4. Medias de mínimos cuadrados de las dimensiones extraídas con la concentración de levaduras 
(a: Lev-D1, b: Lev-D2) respecto a los factores incluidos en el modelo mixto con el mejor ajuste. Los colores 
indican diferencias significativas dentro de cada factor (Student–Newman–Keuls, SNK p <0,05). 
 
Estos resultados sugieren que la contaminación de levaduras en leche de tanque 
puede provenir principalmente de determinadas materias primas, como el ensilado, 
utilizadas en la elaboración de las raciones de las ovejas de ordeño, de forma similar a lo 
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descrito sobre otros microrganismos, como las esporas del género Clostridium en las 
ganaderías (Arias y cols., 2013). En esta línea, López y cols. (2003), también indican que 
aumenta el recuento de levaduras en leche al utilizar ensilado, especialmente en invierno. 
Vissers y cols. (2007d) explican esta circunstancia por la proliferación de gérmenes 
aerobios (generalmente iniciados por levaduras) en ensilados con deficiencias en su 
elaboración y conservación, que promueven su deterioro.  
Además, los resultados indicaron que un manejo inadecuado de la rutina en el ordeño, 
con una mayor frecuencia de caída de las pezoneras y su contacto con el suelo, puede 
contaminar pezoneras y pezones, y potenciar la presencia de levaduras en la leche. Este 
hecho supone un aumento de levaduras presentes en la leche de tanque, donde 
previamente se habían documentado concentraciones de levaduras en la leche de forma 
natural, pero en cantidades reducidas (Von Neubeck y cols., 2015), probablemente debido 
a la competencia por los sustratos de crecimiento con las bacterias psicrófilas presentes 
en la leche. Las levaduras necesitan alta humedad relativa y su rango óptimo de 
crecimiento está en torno a 25ºC (Camacho y cols., 2009), por lo que se ha observado una 
mayor cantidad de levadura en leche en las estaciones más frías, viéndose acentuada la 
concentración durante los meses en los que las temperaturas no son tan extremas, como 
es el caso de la estación de otoño. 
La segunda dimensión (Lev-D2) mostró una relación positiva entre el aire de la sala 
de ordeño y el aire de la nave de las ovejas de ordeño (Tabla 7). El modelo GLM con el 
mejor ajuste (17,2%) identificó dos factores significativos: humedad de la nave de las 
ovejas de ordeño e higiene de la sala de ordeño (Tabla 8). Las concentraciones de 
levaduras en las matrices de Lev-D2 aumentaron significativamente con una humedad 
relativa mayor del 73% en la nave de las ovejas de ordeño y cuando la higiene de la sala 
de ordeño fue clasificada como inadecuada (Figura 4b). 
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Carlile y Watkinson (2001) indican que este tipo de microorganismos necesitan una 
humedad relativa elevada en el aire (en torno al 90%) para su óptimo crecimiento. Por 
ello, en este caso, la presencia de levaduras en el aire de la ganadería se ve aumentada 
cuando el valor supera el 73% de humedad relativa. Sevi y cols. (2009) establecieron que 
la condición óptima para la producción de leche en ovejas debería ser menor de 70% para 
optimizar la eficiencia metabólica de los pequeños rumiantes, por lo que regular la 
humedad relativa de estos ambientes podría suponer un equilibrio en la población de 
levaduras presentes en los ambientes de la ganadería.  
Además, este aumento del recuento de levaduras se relaciona con el factor estado 
higiénico de la sala de ordeño, por lo que mantener una correcta higiene en las 
instalaciones de ordeño es primordial, debido a que incentiva la eliminación de bacterias 
indeseables (Jiménez, 2019). Por ello, establecer un código de buenas prácticas higiénicas 
en el ordeño, así como los programas de revisión en los equipos de ordeño, podría mejorar 
las características organolépticas y la calidad del producto final, controlando altas 
concentraciones de especies indeseables que podrían provocar olores y sabores 
desagradables, y manteniendo un equilibrio con aquellas que tienen propiedades 
beneficiosas en la calidad de los productos lácteos. Además, el conocimiento sobre la 
concentración de levaduras en el aire de la sala de ordeño es muy interesante, con el fin 
de minimizar la contaminación iatrogénica de la glándula mamaria en el momento de la 
práctica de la terapia de secado antibiótico. 
3.2.4. Mohos (Mo). 
Se retuvieron dos dimensiones en los recuentos de mohos (Mo), que explicaron el 
57,87% de la variación las cinco matrices muestreadas e incluidas en CATPCA (Tabla 
7). 
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Las saturaciones con Mo-D1 indican una relación positiva entre el aire de la sala de 
ordeño, el aire de la nave de las ovejas de ordeño, la alimentación y la superficie de los 
pezones. El modelo GLM con el mejor ajuste alcanzó un coeficiente de determinación 
del 26,5% e identificó tres factores significativamente asociados con Mo-D1: la 
ventilación en la nave de las ovejas de ordeño, la dispensación de alimento en la sala de 
ordeño (grano) y la temperatura de la sala de ordeño (Tabla 8). 
 
Figura 5. Medias de mínimos cuadrados de las dimensiones extraídas con la concentración de mohos (a: 
Mo-D1, b: Mo-D2) respecto a los factores incluidos en el modelo mixto con el mejor ajuste. Los colores 
indican diferencias significativas dentro de cada factor (Student–Newman–Keuls, SNK p <0,05). 
 
Las concentraciones de mohos en las muestras asociadas a la dimensión Mo-D1 
aumentaron significativamente con una baja ventilación en la nave de las ovejas de 
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ordeño, cuando se dispensa alimento durante el ordeño y cuando la temperatura es 
superior a 20ºC en la sala de ordeño (Figura 5a). 
Como se ha comentado previamente, una baja ventilación aumenta la concentración 
de gases resultantes de la respiración animal y aumenta la humedad relativa, habiéndose 
correlacionado positivamente la humedad elevada en ganaderías y el aumento de la 
presencia de hongos (Popescu y cols., 2011). Así, en este estudio se observa como una 
baja ventilación afecta el nivel de mohos en los ambientes de la ganadería, probablemente 
debido a la contaminación existente en el alimento que recircula entre los ambientes de 
la ganadería contaminando también los pezones. La dispensación de alimento durante el 
ordeño también aumenta la cantidad de moho en el ambiente, lo que puede deberse al 
aumento de polvo que produce este manejo en la sala. A su vez, la temperatura óptima de 
crecimiento de los mohos se sitúa en el rango ente 25ºC y 30ºC (Camacho y cols., 2009), 
y en este estudio la concentración de moho en el ambiente y pezones ha sido superior 
cuando la temperatura es mayor de 20ºC.  
La segunda dimensión (Mo-D2) mostró una relación entre la concentración en la 
leche de tanque con la superficie de los pezones, con valores negativos de la dimensión 
(Tabla 7). El modelo GLM con el mejor ajuste (17,9%) identificó tres factores 
relacionados con el recuento de mohos: la ventilación en la nave de las ovejas de ordeño, 
el uso de ensilado y la higiene en la sala de ordeño (Tabla 8).  
Así, el recuento de mohos de la leche de tanque y la superficie de pezones, matrices 
de la dimensión Mo-D2, aumentaron significativamente con una baja ventilación en la 
nave de las ovejas de ordeño, cuando se usó ensilado en la alimentación y con una 
inadecuada higiene de la sala de ordeño (Figura 5b). Como ya se ha explicado en la 
dimensión Mo-D1, la baja ventilación puede afectar a la concentración de mohos en la 
ganadería, lo que parece ser un factor determinante para la transmisión de mohos dentro 
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de la ganadería. El aumento en los niveles de mohos en la suciedad del área cercana a los 
pezones aumenta el riesgo de que estos contaminen la leche de tanque a través de la 
pezonera durante el ordeño, como ya se ha visto en otros estudios (Vacheyrou y cols., 
2011).  
En el ensilado es bien conocida la presencia de especies de mohos y el riesgo de 
producción de micotoxinas (Ogunade y cols., 2018), por lo que el uso de ensilado puede 
provocar una mayor la contaminación por mohos de los pezones de las ovejas de ordeño 
y de la leche de tanque. 
En el aspecto de la higiene de la sala de ordeño, como ya demostraron Oliete y cols. 
(2010), la calidad microbiológica de la leche está relacionada con las prácticas higiénicas 
de las ganaderías, por lo que la inadecuada eficiencia en los métodos de limpieza afecta 
a la concentración de gérmenes en la leche de tanque, siendo probable, en este caso, esta 
vía de contaminación de los mohos a partir de la suciedad de los pezones. 
3.2.5. Estafilococos (St). 
Se retuvieron dos dimensiones en los recuentos de estafilococos (St), explicando el 
63,47% de la variación las cinco matrices muestreadas e incluidas en CATPCA (Tabla 
7). 
La primera dimensión (St-D1) relacionó positivamente el recuento de estafilococos 
en la leche de tanque con el aire de la sala de ordeño y la superficie de los pezones. El 
modelo GLM con el mejor ajuste para la dimensión St-D1 obtuvo un coeficiente de 
determinación ajustado del 58,00%, e incluyó cuatro factores de variación: ventilación en 
la nave de las ovejas de ordeño, tamaño del rebaño, contacto de las pezoneras con el suelo 
y temperatura en la sala de ordeño (Tabla 8). La concentración de estafilococos en las 
matrices de la dimensión St-D1 aumentó significativamente cuando la ventilación de la 
nave de las ovejas de ordeño era alta, cuando el tamaño de rebaño era mayor de 600 
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ovejas, en ganaderías donde se observó una mayor frecuencia de caída de pezoneras y 
cuando la temperatura de la sala de ordeño fue superior a 14ºC, sobre todo a partir de 
20ºC (Figura 6a). 
 
Figura 6. Medias de mínimos cuadrados de las dimensiones extraídas con la concentración de estafilococos 
(a: St-D1, b: St-D2) respecto a los factores incluidos en el modelo mixto con el mejor ajuste. Los colores 
indican diferencias significativas dentro de cada factor (Student–Newman–Keuls, SNK p <0,05). 
 
Como se ha ido comprobando a lo largo del estudio, la ventilación de la nave de 
ordeño es un factor importante para la contaminación ambiental, debido a la acumulación 
de suciedad, polvo, etc., que compromete la sanidad y el bienestar animal (Bouton, 2011). 
En este estudio, una elevada ventilación aumenta la concentración de estafilococos en la 
leche, aire de la sala de ordeño y superficie de pezones, probablemente debido a que altos 
flujos de aire producen, igual que en el caso de BAL-D1, aumentos en la cantidad de 
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polvo debido al régimen de aire turbulento, que mantiene las partículas suspendidas, 
incentivando la contaminación entre el ambiente de la nave de ordeño y la leche.  
De la misma forma, se ha observado que el contacto frecuente de las pezoneras con 
el suelo aumenta la concentración de estafilococos en estas matrices; además, en este 
estudio, las ganaderías de mayor tamaño censal presentan una higiene más deficiente en 
las salas, con un mayor acúmulo de suciedad, polvo, y heces, por lo que el riesgo de 
contaminación de pezoneras y de pezones es mayor y, por ende, de la leche.  
Asimismo, en otros estudios en la misma raza (Jiménez, 2019) se ha observado una 
tendencia a aumentar la concentración de estafilococos en leche de tanque cuando la 
capacidad de la sala de ordeño es mayor de 20 puestos de ordeño. Esta información es 
coherente con los resultados obtenidos, donde se observa que, en las ganaderías de mayor 
tamaño censal, en las que lógicamente el suelen disponer de un mayor número de puestos 
de ordeño, aumenta la concentración de estafilococos en leche, en el ambiente de la sala 
y en la superficie de los pezones.  
La temperatura también ha sido un factor que ha influido en la presencia de 
estafilococos en el ambiente de la nave de ordeño, superficie de pezones y leche de 
tanque. Stewart (2003) indica que la temperatura óptima de crecimiento de estos 
microorganismos es de 37ºC, por lo que el aumento de temperatura ambiental por encima 
de 20ºC deberá favorecer su incremento, tal como sucede en este estudio. 
La segunda dimensión (St-D2) mostró una relación positiva entre los niveles de 
contaminación en el aire de la nave y en el alimento de las ovejas de ordeño (Tabla 7). 
El modelo GLM con el mejor ajuste (10,3%) identificó dos factores significativos: 
higiene de la nave de las ovejas de ordeño y producción de leche de la ganadería (Tabla 
8). St-D2 aumentó significativamente cuando la higiene de la nave no era adecuada y 
cuando la producción de leche de la ganadería superaba los 320.000 L/año (Figura 6b). 
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La principal fuente de contaminación de la leche de tanque por estafilococos es la 
leche de ovejas con infecciones intramamarias, aunque se han descrito otras fuentes de 
contaminación ambiental, como la presencia de biofilms en la máquina de ordeño o 
procedentes de las manos del personal que se ocupa del ordeño (Cullor, 1997).  
En el presente estudio, se ha constatado que el nivel de contaminación por 
estafilococos del alimento es alto (4,504 log10 UFC/g alimento), de hecho, el valor más 
elevado entre las distintas matrices analizadas en esta dimensión. La dispensación del 
alimento, las labores de limpieza de comederos, etc., en la nave de las ovejas ordeño 
podría ser la fuente de contaminación por estafilococos del aire de estas dependencias, lo 
cual explica que el factor higiene de la nave de ordeño (HigNO) resulte significativo en 
la variación del recuento de estafilococos; otros estudios en la raza Manchega (Jiménez, 
2019) también indican un incremento del recuento de estafilococos en ganaderías con 
higiene calificada como deficiente, sobre todo en ganaderías con un mayor nivel de 
producción de leche, es decir, en las más especializadas y/o con mayor tamaño censal. 
3.2.6. Bacterias formadoras de esporas aerobias (EA). 
En el análisis multivariante entre los factores de la ganadería y las bacterias formadoras 
de esporas aerobias sólo se retuvo una dimensión (EA-D1), que explicó el 48,19% de la 
variación total de las diferentes muestras estudiadas (Tabla 7).  
La dimensión EA-D1 indica una alta relación positiva entre la concentración de 
esporas aerobias de la leche de tanque, aire de la sala de ordeño y de la nave de las ovejas 
de ordeño, superficie de los pezones y alimento de las ovejas de ordeño. El modelo GLM 
con el mejor ajuste alcanzó un coeficiente de determinación ajustado del 43,3% e 
identificó dos factores significativamente asociados con EA-D1: frecuencia de cambio de 
filtro en la sala de ordeño y el uso de ensilado en la alimentación de las ovejas de ordeño 
(Tabla 8). La concentración de microorganismos productores de esporas aerobias para 
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las matrices asociadas en la dimensión EA-D1 aumentó significativamente con una menor 
frecuencia de cambio del filtro de sala de ordeño y el uso de ensilado (Figura 7). 
 
Figura 7. Medias de mínimos cuadrados de la dimensión extraída con la concentración de microorganismos 
productores de esporas aerobias (EA-D1) respecto a los factores incluidos en el modelo mixto con el mejor 
ajuste. Los colores indican diferencias significativas dentro de cada factor (Student–Newman–Keuls, SNK 
p <0,05). 
 
Previamente ha sido demostrado en ganado vacuno que existe un gran riesgo de 
contaminación de la leche por esporas de microorganismos aerobios mesófilos mediado 
por el deterioro de los ensilados usados en la alimentación animal (Driehuis y cols., 2016). 
Estas esporas se concentran en las heces animales y se transfieren a través de la suciedad 
de los pezones hasta la leche de tanque durante el ordeño (Vissers y cols., 2007b), por lo 
que sería un buen indicador de la suciedad de las ubres y de riesgo de contaminación de 
la leche de tanque. Esta información previa es congruente con este estudio, puesto que 
con el uso de ensilado aumenta el nivel de esporas aerobias en el ambiente de las 
ganaderías y en la leche. Además, esta relación se ve afectada por la frecuencia del cambio 
de filtro de la máquina de ordeño, aumentando la concentración de bacterias cuando este 
se cambia con menos frecuencia, lo que reduce su eficacia de filtrado, aumentando la 
contaminación por esporas aerobias de la leche de tanque. 
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3.2.7. Esporas ácido-butíricas (BAB). 
En el estudio de las esporas butíricas (BAB) se retuvieron dos dimensiones, que 
explicaron el 69,55% de la variación total (Tabla 7).  
Las saturaciones con la primera dimensión, BAB-D1, indican una relación positiva 
entre la concentración esporas butíricas en leche de tanque, el aire de la sala de ordeño y 
la superficie de los pezones. El modelo GLM con el mejor ajuste alcanzó un coeficiente 
de determinación ajustado del 47,00% e identificó tres factores significativamente 
asociados con BAB-D1: el tamaño del rebaño, la frecuencia de cambio del filtro de ordeño 
y el uso de ensilado en la alimentación (Tabla 8). Así, el recuento de esporas butíricas en 
las dimensiones asociadas a BAB-D1 aumentó significativamente con un mayor tamaño 
de rebaño, cuando el filtro de ordeño era cambiado cada dos o más días y cuando se usó 
ensilado en la alimentación (Figura 8). 
 
Figura 8. Medias de mínimos cuadrados de la dimensión extraída con la concentración de esporas butíricas 
(BAB-D1) respecto a los factores incluidos en el modelo mixto con el mejor ajuste. Los colores indican 
diferencias significativas dentro de cada factor (Student–Newman–Keuls, SNK p <0,05). 
 
Como ocurre en el caso de las esporas aerobias, el cambio de filtro cada 2-3 días 
implica un aumento de las esporas butíricas en el ambiente de la sala de ordeño, en la 
superficie de los pezones y en la leche de tanque. La acumulación de suciedad en el filtro 
 
Resultados y Discusión 
88 
 
parece ser un factor decisivo para la contaminación de esporas en la ganadería. De este 
mismo modo, así como ocurre para las esporas aerobias, el uso de ensilado aumenta 
notoriamente la cantidad de esporas en la leche de tanque, afirmación que ya ha sido 
reportada previamente por Arias y cols. (2013). El control y buen uso de los ensilados en 
la ración de las ovejas de ordeño sería un buen manejo de la ganadería en cuanto a 
prevención de esporas en leche.  
Además, se ha observado que con la presencia de un número elevado de animales de 
ordeño es mucho más complicado preservar las condiciones higiénicas de la ganadería, 
provocando aumentos en la concentración de gérmenes esporulados, tal y como se había 
observado anteriormente en ganado vacuno (Magnusson y cols., 2007; Martin y cols., 
2019) y en ovino (Arias, 2013). 
La segunda dimensión, BAB-D2, indicó sólo una relación positiva con el aire de la 
nave de ovejas de ordeño. Sin embargo, no pudo realizarse un modelo GLM debido a que 
no se ha identificado ningún factor significativo, lo que indicaría que las BAB en este 
ambiente podrían estar influenciadas por otros factores no considerados en este estudio. 
3.3. Biodiversidad de las bacterias ácido-lácticas (BAL) en ganaderías de ovino 
manchego. 
(Este apartado se corresponde con el Artículo 2 del Anexo 3) 
3.3.1. Genotipado e identificación de aislados de BAL. 
La presencia de BAL en el ambiente de las ganaderías no ha sido previamente 
estudiada en profundidad, especialmente en el caso del ovino lechero. Por ello, este 
estudio ha realizado la caracterización de las BAL y su posible transferencia entre los 
ambientes de estas explotaciones y otras matrices, como la alimentación de las ovejas de 
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ordeño, la superficie de los pezones y la leche de tanque, en relación con el sistema de 
producción y manejo de las ganaderías estudiadas. 
Las bacterias lácticas (BAL) han sido aisladas en todas las matrices a lo largo del 
periodo de estudio, lo cual es muy interesante dada la importancia de este microorganismo 
de interés tecnológico. Entre las matrices estudiadas, los recuentos de BAL han sido 
superiores en las muestras de alimentación de las ovejas de ordeño (4,5 log10 UFC/g), 
seguidos por las de leche de tanque (4,214 log10 UFC/ml) y las de superficie de pezones 
(2,910 log10 UFC/pezones) (Tabla 5), mientras que las matrices con menores recuentos 
fueron el aire de la sala de ordeño y de la nave de las ovejas de ordeño (0,638 log10 
UFC/m3 y 0,843 log10 UFC/m3, respectivamente). 
Para el genotipado de las bacterias lácticas, se estudiaron un total de 703 aislados en 
medio de cultivo MRS de todas las matrices analizadas. La RAPD-PCR, mostró 304 
patrones diferentes con un valor r >86%, obtenido a partir de un estudio de 
reproducibilidad realizado previamente. El análisis mediante MALDI-TOF, al menos de 
un aislado de estos patrones, permitió la identificación de especies de los géneros 
Lactobacillus (Lb.), Pediococcus (P.), Streptococcus (S.), Lactococcus (Lc.), 
Leuconostoc (L.), Weissella (W.) y Enterococcus (E.), con una probabilidad de 
identificación del 99,9%. En todas las matrices se identificó al menos una especie de cada 
uno de estos géneros, con excepción de los géneros Streptococcus y Lactococcus, que 
sólo se encontraron en muestras de leche y en el caso de Lactococcus también en el aire 
de la sala de ordeño. 
El género predominante fue Lactobacillus con un porcentaje del 74% de todas las 
especies identificadas, mientras que el género Pediococcus supuso un porcentaje del 8%. 
Lb. pentosus/plantarum/paraplantarum fue la especie más numerosa en este estudio, 
representando un total del 32,4% de todas las especies, seguida de Lb. curvatus que 
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representaba un 25% del total. Otras especies minoritarias fueron Lb. 
casei/paracasei/rhamnosus (7,5%), Lb. brevis (4%), Lb. fermentum (3,6%) y Lb. 
coryniformis subsp. coryniformis (1,5%) del género Lactobacillus, mientras que del 
género Pediococcus se identificaron las especies P. acidilactici (4,7%) y P. pentosaceus 
(3,3%). 
El género Enterococcus representa el 8,8% de todas las especies identificadas. Dentro 
de este género encontramos las siguientes especies: E. hirae (6,7%), E. faecalis (0,9%), 
E. faecium (0,7%), E. casseliflavus (0,4%) y E. mundtii (0,1%). 
El género Weissella representa el 6,4% del total, con dos especies identificadas: W. 
confusa (5,8%) y W. paramesenteroides (0,6%); mientras el género Leuconostoc tiene un 
papel menos importante, representando el 1,8% del total con tres especies identificadas: 
L. citreum (1,3%), L. mesenteroides (0,4%) y L. pseudomesentereoides (0,1%). 
Por último, el género Lactococcus representa el 0,6% con sólo una especie 
identificada en las muestras de leche de tanque y de aire de la nave de ordeño, Lc. lactis; 
mientras que el género Streptococcus con un 0,4% está representado por dos especies S. 
gallolyticus subsp. gallolyticus (0,3%) y S. infantarius subsp. infantarius (0,1%), sólo 
identificadas en las muestras de leche. 
La especie Lb. pentosus/plantarum/paraplantarum ha sido la más representativa en 
cuatro de las matrices analizadas, seguida de Lb. curvatus, que representan en conjunto 
más del 50% del total de especies presentes en cada matriz. Como excepción, Lb. curvatus 
es la especie predominante en las muestras de la superficie de pezones, superando en 
términos porcentuales a Lb. pentosus/plantarum/paraplantarum. Las demás especies han 
presentado una alta variabilidad en cuanto a porcentajes en las distintas muestras. La 
Figura 9 muestra los porcentajes de las especies de cada uno de los géneros identificados 
para cada una de las matrices analizadas. 
 




Figura 9. Porcentajes de cada especie presente para cada una de las matrices analizadas. 
En el conjunto de muestras analizadas, se ha puesto de manifiesto la presencia de un 
total de 21 especies pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Lactococcus, 
Streptococcus, Enterococcus Pediococcus, Leuconostoc y Weissella, que son los géneros 
identificados de forma más frecuente en los productos lácteos, según el criterio 
taxonómico de Fox y cols. (2016). El género predominante en las ganaderías de ovino 
Manchego ha sido el género Lactobacillus, en concordancia con los resultados de estudios 
realizados en leche de tanque de otras especies (del Pozo y cols., 1988; Morais, 2004). 
Los géneros Pediococcus, Weissella y Enterococcus fueron importantes en los ambientes 
de la ganadería, siendo destacable la presencia de especies del género Enterococcus ya 
que son indicadoras de deficiencias higiénicas en el ordeño (Medina y cols., 2001). El 
bajo porcentaje del género Leuconostoc puede ser consecuencia de las exigencias 
nutricionales que presentan este tipo de bacterias para su crecimiento (Garvie, 1984). Para 
finalizar, sorprende el hecho de que los géneros Lactococcus y Streptococcus tengan una 
representación tan minoritaria, lo que podría estar condicionado con aspectos 
dependientes del cultivo. 
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De cada una de las especies identificadas se encontraron entre 1 y 46 aislados 
diferentes. A pesar de las limitaciones de los propios análisis RAPD-PCR para asignar 
aislados a los diferentes genotipos, es interesante mencionar que las agrupaciones 
(clusters) obtenidas en el análisis UPGMA de los patrones, asociaron aislados de 
diferentes matrices, con un alto porcentaje de similitud, lo que podría apoyar la idea de 
que existe una contaminación cruzada entre matrices. Por ello, la microbiología presente 
en las distintas dependencias o matrices de las ganaderías estudiadas (aire de la sala de 
ordeño, aire de la nave de las ovejas de ordeño, alimentación y superficie de los pezones 
de las ovejas) podría ser un foco de contaminación de la leche de tanque. 
3.3.2. Estudio de biodiversidad de las BAL. 
La biodiversidad de especies de BAL en cada ganadería, calculada como el índice de 
Simpson (D), se muestra en la Tabla 9, con valores que oscilaron entre 0,71 y 0,85. 
La mayor variedad de especies se obtuvo en la ganadería G7 (0,852) con 12 especies 
identificadas, seguidas por las ganaderías G9 (0,829), G1 (0,827), G2 (0,819) y G12 
(0,804) que presentaron entre 11 y 9 especies. Las otras explotaciones mostraron un buen 
índice D, que osciló entre 0,700 y 0,800, siendo G8 (0,778), G3 (0,775), G10 (0,759), G6 
(0,748), G5 (0,729), G11 (0,728) y G4 (0,714), las que presentaron un menor número de 
especies identificadas. Sin embargo, el índice de diversidad más bajo, observado en las 
ganaderías G4, G11, y G5, puede ser debido a la existencia de una especie predominante 
particular de la ganadería: Lb. curvatus en el caso de la ganadería G4 y Lb. 
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Tabla 9. Índice de Simpson de biodiversidad de especies en cada ganadería y en cada una de las 
matrices: el valor va de 0 a 1, donde 1 representa diversidad infinita y 0 representa sin diversidad. 
















Aire sala ordeño 0,734 
Aire nave ordeño 0,815 
Alimento 0,834 
Superficie pezones 0,787 
 
Los valores D obtenidos para cada uno de los tipos de muestra se exponen también 
en la Tabla 9; el valor más alto correspondía al alimento de las ovejas de ordeño (0,834), 
seguido de la leche de tanque (0,826) y, por otra parte, el valor D más bajo fue el 
correspondiente al aire en la sala de ordeño, que a su vez se correspondía con la matriz 
menos contaminada (0,734).  
El porcentaje de biodiversidad de las especies en las matrices estudiadas osciló entre 
4 y 100% (Figura 10). Las especies con los valores más altos de biodiversidad fueron S. 
infantarius subsp. infantarius, L. pseudomesentereoides y E. mundtii; mientras que 
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aquellas que resultaron mayoritarias, como es el caso de Lb. 
pentosus/plantarum/paraplantarum y Lb. curvatus fueron las que presentaron los 
porcentajes más bajos (20% y 4% respectivamente) debido al hecho de que algunas cepas 
eran predominantes en la mayoría de las matrices analizadas. En general, aquellas 
especies con cinco o más aislados presentaron un porcentaje de biodiversidad en las 
matrices inferior al 50%. 
 
Figura 10. Diversidad genética de cada una de las especies identificadas en las muestras analizadas. 
Así, el cálculo del Índice Simpson ha permitido evaluar la riqueza de las especies 
dominantes presentes en cada ganadería y en cada una de las muestras estudiadas. Los 
resultados han mostrado una amplia diversidad de especies BAL en el ambiente de las 
ganaderías de ovino lechero, aunque sólo 5 especies identificadas representan más del 
70% de todas las detectadas. Sin embargo, se observa que existe una pérdida de 
biodiversidad cuando una especie es predominante en las muestras analizadas, lo que 
puede ser debido a distintos factores, como las condiciones climáticas durante el 
muestreo, ambientes con condiciones desfavorables para algunas especies de BAL, etc. 
En contraste, en las muestras de leche y de alimento se observó una alta variedad de 
especies, lo que puede ser debido a que son ambientes ricos en nutrientes, favorecido por 
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el transporte natural a través tanto del aire como de los animales, que actúan como 
vehículo para la dispersión de las BAL.  
A pesar de que el 57% de las cepas identificadas pertenecían a las especies Lb. 
pentosus/plantarum/paraplantarum y Lb. curvatus, su variabilidad genética resultó ser 
bastante pobre debido a la presencia de un genotipo predominante que parece presentar 
una mayor capacidad de dispersión y resistencia. El mismo comportamiento se observó 
para Lb. casei/paracasei/rhamnosus, E. hirae y W. confusa, con la presencia de una cepa 
dominante en todas las matrices estudiadas. Estas especies parecen ser habituales en el 
ambiente de las ganaderías de ovino lechero, ya que tanto Lb. 
pentosus/plantarum/paraplantarum como Lb. casei/paracasei/rhamnosus han sido 
descritas en leche de ovino (Patil y cols., 2019) y también han sido también identificadas 
en quesos elaborados con leche de oveja, siendo la predominancia de Lb. 
pentosus/plantarum/paraplantarum determinante de las características de los quesos 
artesanales, debido a su alta actividad proteolítica y lipolítica (Medina y cols., 2001). Lb. 
pentosus/plantarum/paraplantarum y Lb. casei/paracasei/rhamnosus son especies con 
capacidad de producción de ácido linoleico conjugado (CLA) y Lb. brevis de ácido 
gamma-aminobutírico (GABA), propiedades que les confieren interés como cultivos 
iniciadores en la elaboración de quesos (Renes y cols., 2017). Lb. curvatus, E. hirae y W. 
confusa han sido también identificadas en diversos estudios de quesos elaborados con 
leche de oveja (Čanžek y cols., 2007; Mortazavi y cols., 2007).  
Además, cabe destacar que se ha encontrado una coincidencia de genotipos tanto en 
las matrices analizadas como en las diferentes ganaderías estudiadas, lo que demuestra la 
capacidad de dispersión de estas cepas predominantes, vinculadas al área geográfica 
estudiada. Un uso extensivo de RAPD-PCR con más de un cebador, en investigaciones 
futuras, podría ayudar a rastrear con más detalle las rutas de contaminación de la 
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población de BAL en el ambiente de las ganaderías. Finalmente, algunas especies 
identificadas en este trabajo como E. faecalis, Lc. lactis, S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
y S. infantarius subsp. infantarius también fueron identificadas en la leche de tanque por 
otros autores usando el método de identificación 16S rDNA (De Garnica y cols., 2014), 
lo que fortalece estos resultados, ya que la utilización de diferentes técnicas moleculares 
ofrece una mayor fiabilidad a la caracterización de estas bacterias de gran interés 
tecnológico, que deben ser de gran ayuda para determinar la tipología de la flora láctica 
y su influencia en las características organolépticas de los productos lácteos, 
particularmente de los quesos tradicionales característicos de cada zona de producción. 
3.3.3. Factores relacionados con la concentración de BAL en leche de tanque. 
Las principales características de las ganaderías en relación al estudio y a los recuentos 
de BAL se muestran en la Tabla 10.  
Seis variables categóricas se asociaron significativamente con la concentración de 
BAL en leche (p <0,05): orientación de la sala de ordeño (p=0,026), frecuencia de 
limpieza de la sala de ordeño (p=0,001), tipo de línea de la sala de ordeño (p <0,001), 
frecuencia de uso de ácido en la limpieza de la máquina de ordeño (p <0,001), uso de 
ensilado en la alimentación de las ovejas de ordeño (p=0,041) y dispensación de alimento 
(grano) durante el ordeño (p=0,030). La orientación E-O de la sala de ordeño, la limpieza 
de la sala de ordeño después de cada ordeño, el tipo de línea baja de la máquina de ordeño 
y el uso diario de ácido en la limpieza de la máquina de ordeño tienden a aumentar la 
concentración de BAL en la leche, mientras que la dispensación de alimento (grano) 
durante el ordeño y el uso de ensilado en la alimentación tiende a disminuir la 
concentración de BAL en la leche. La asociación bivariada de BAL-L con BAL-Ali y 
BAL-P se exploró utilizando el coeficiente de correlación de Pearson, estando BAL-P 
positivamente, aunque de forma débil, correlacionada con BAL-L (r=0,417, p=0,003). 
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Tabla 10. Distribución de frecuencias de los factores categóricos considerados, y la asociación 






(Media + EE) 
p Valor 
BAL-A1 No 30 (62,5) 4,14 + 0,12 0,431 
 Sí 18 (37,5) 4,31 + 0,16  
BAL-A2 No 28 (58,3) 4,24 + 0,14 0,735 
 Sí 20 (41,7) 4,17 + 0,14  
BAL-Ali No 0 (0,0) -  
 Sí 48 (100,0) 4,21 + 0,67  
BAL-P No 0 (0,0) -  
 Sí 48 (100,0) 4,21 + 0,67  
Estación Primavera 12 (25,0) 4,47 + 0,22 0,394 
 Verano 12 (25,0) 4,22 + 0,20  
 Otoño 12 (25,0) 4,01 + 0,16  
 Invierno 12 (25,0) 4,14 + 0,19  
HigSO Adecuada 35 (72,9) 4,27 + 0,12 0,380 
 No 13 (27,1) 4,07 + 0,16  
HigNO Adecuada 35 (72,9) 4,23 + 0,12 0,787 
 No 13 (27,1) 4,17 + 0,17  
OriSO N-S 24 (50,0) 4,16 + 0,12 0,026 
 E-O 8 (16,7) 4,79 + 0,36  
 NE-SO 8 (16,7) 3,83 + 0,06  
 NO-SE 8 (16,7) 4,18 + 0,19  
OriNO N-S 12 (25,0) 4,13 + 0,19 0,127 
 E-O 16 (33,3) 4,54 + 0,20  
 NE-SO 8 (16,7) 3,83 + 0,06  
 NO-SE 8 (16,7) 4,17 + 0,19  
 Otro 4 (8,3) 3,99 + 0,30  
VentNO Alta 24 (50,0) 4,29 + 0,15 0,414 
 Baja 24 (50,0) 4,13 + 0,12  
LimpSO Después cada ordeño 25 (50,0) 4,03 + 0,11 0,001 
 Diario 12 (25,0) 4,79 + 0,22  
 Menos frecuente 12 (25,0) 3,98 + 0,15  
Filtro Después cada ordeño 20 (41,7) 4,37 + 0,18 0,365 
 Diario 24 (50,0) 4,11 + 0,11  
 Cada dos días 4 (8,3) 4,04 + 0,10  
Línea Alta 32 (66,7) 3,99 + 0,09 <0,001 
 Baja 16 (33,3) 4,65 + 0,18  
Contacto suelo Sí 24 (50,0) 4,18 + 0,16 0,711 
 No 24 (50,0) 4,25 + 0,10  
Ácido Diario 8 (16,7) 5,06 + 0,27 <0,001 
 Cada dos-tres días 36 (75,0) 4,06 + 0,09  
 Menos frecuente 4 (8,3) 3,88 + 0,08  
Ensilado Sí 16 (33,3) 4,49 + 0,21 0,041 
 No 32 (66,7) 4,07 + 0,09  
Grano Sí 24 (50,0) 4,42 + 0,16 0,030 
 No 24 (50,0) 4,00 + 0,08  
BAL-L: recuento de BAL en leche de tanque; BAL-A1: presencia de BAL en el aire de la sala de 
ordeño; BAL-A2: presencia de BAL en el aire de la nave de las ovejas de ordeño; BAL-Ali: presencia 
de BAL en el alimento; BAL-P: presencia de BAL en la superficie de los pezones; Estación: estación 
del año; HigSO: higiene de la sala de ordeño; HigNO: higiene de la nave de las ovejas de ordeño; 
OriSO: orientación de la sala de ordeño; OriNO: orientación de la nave de ordeño; VentNO: 
ventilación de la nave de las ovejas de ordeño; LimpSO: frecuencia de limpieza de la sala de ordeño; 
Filtro: frecuencia de cambio del filtro de ordeño; Línea: Tipo de línea de ordeño; Contacto suelo: 
contacto frecuente de las pezoneras con el suelo; Ácido: frecuencia del uso de ácido en la limpieza de 
la máquina de ordeño; Ensilado: uso de ensilado en la alimentación de las ovejas de ordeño; Grano: 
dispensación de alimento durante el ordeño.  
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Los dos factores que se asociaron significativamente se incluyeron en el mejor modelo 
para la concentración de BAL en leche de ovino Manchego (Tabla 11). Estos factores 
fueron el tipo de línea de ordeño (p=0,001) y la frecuencia de uso de ácido para la limpieza 
de la máquina de ordeño (p <0,001). La concentración de microbiota láctica en la leche 
aumenta significativamente con la línea baja de la máquina de ordeño y el uso diario de 
ácido en la limpieza de la máquina de ordeño. 
Tabla 11. Medias de mínimos cuadrados de los recuentos de BAL en la leche de tanque (log10 
UFC/ml) de las granjas de ovejas lecheras de raza Manchega para los factores incluidos en el 
modelo mixto de mejor ajuste. 
Factores Media Error Estándar F Valor p Valor 
Línea   11,76 0,001 
Alta 4,18b 0,11   
Baja 4,73a 0,15   
Ácido   10,68 <0,001 
Diario 5,06a 0,18   
Cada 2–3 días 4,15b 0,09   
Menos frecuente 4,15b 0,26   
 
El coeficiente de determinación ajustado y el error porcentual absoluto promedio 
alcanzaron valores de 47,4% y 0,39, respectivamente. Además, el factor de inflación de 
la varianza (FIV) de los coeficientes de regresión fluctuó entre 1,01 y 1,37, por lo que no 
existe un problema de multicolinealidad. 
El modelo estadístico empleado demostró que los factores que influían en la presencia 
de BAL en la leche de tanque de las ganaderías de ovino lechero fueron el tipo de línea 
de la sala de ordeño y la frecuencia de uso de ácido en la limpieza de la máquina de 
ordeño, exactamente los mismos factores obtenidos al aplicar el modelo CATPCA 
previamente. Por tanto, las conclusiones son comunes para este modelo: la propia 
configuración de la línea baja en cuanto a la disposición de los tubos de leche más cerca 
de un ambiente más contaminado como es el suelo, particularmente en ganaderías con un 
mantenimiento deficiente en la máquina de ordeño y que puedan tener alterados los 
valores del sistema de vacío, podría condicionar el aumento de BAL en leche de tanque 
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en ganaderías con línea baja. Por otra parte, el uso diario de ácido en la rutina de limpieza 
de la máquina de ordeño incentiva la presencia de BAL en la leche de tanque, lo que se 
podría relacionar con una mayor resistencia de estos microorganismos a estas condiciones 
particulares de limpieza de las conducciones de la máquina de ordeño.  
3.4. Biodiversidad de levaduras en ganaderías de ovino manchego. 
(Este apartado se corresponde con el Artículo 3 del Anexo 4) 
3.4.1. Genotipado e identificación de aislados de levaduras. 
La caracterización y dispersión de comunidades de levaduras en ganaderías de oveja 
Manchega se realizó del mismo modo que en el caso de las BAL, mediante el uso de 
técnicas de RAPD-PCR y MALDI-TOF, y analizando parámetros de biodiversidad. Este 
estudio no sólo proporciona nueva información sobre la contaminación por levaduras en 
las ganaderías de ovino lechero, ante la falta de estudios previos, sino que también 
establece una relación entre las diferentes matrices y de factores propios de las ganaderías 
estudiadas. 
En general, el aire en la sala de ordeño y el aire de la nave de la sala de ordeño estaba 
menos contaminado que en el resto de matrices (Tabla 5). Esto es debido a que el aire es 
un vehículo importante de difusión, pero también es un entorno hostil como hábitat para 
este tipo de microorganismos debido al estrés que sufren por la falta de nutrientes y por 
la deshidratación. 
En el caso de las levaduras, se obtuvieron un total de 633 aislados de todas las 
muestras analizadas. Con una reproducibilidad >86% entre patrones de RAPD‐PCR para 
el mismo aislado, obtenido a partir de un estudio de reproducibilidad realizado 
previamente, se identificaron 88 aislados representativos de todas las muestras mediante 
MALDI‐TOF. Con una probabilidad de identificación >99%, estos aislados 
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representativos pertenecían a 11 especies del género Candida, el cual estaba presente en 
todas las matrices muestreadas. Sólo en un caso se obtuvo un aislado de diferente género, 
identificado como Rhodotorula mucilaginosa, procedente de la superficie de los pezones. 
Es probable que no haya sido posible detectar otras especies de levadura debido a los 
bajos recuentos y/o a los sesgos propios de las técnicas moleculares como la RAPD-PCR. 
La especie predominante fue C. parapsilosis, con un porcentaje del 57%. Esta especie 
se identificó en todas las muestras analizadas, encontrándose los mismos genotipos en 
todas las matrices. También fueron importantes las especies C. famata, C. krusei y C. 
guilliermondii, con porcentajes de 13%, 12% y 6%, respectivamente, y se encontraron 
los mismos genotipos en leche de tanque, alimentación de las ovejas de ordeño y 
superficie de los pezones. A pesar de encontrarse en un porcentaje menor que las otras 
especies, C. kefyr (3%) relaciono el ambiente de la sala de ordeño, de la nave de las ovejas 
de ordeño y la alimentación animal, debido a que se encontraron los mismos genotipos 
tanto en aire de sala como de la nave de ordeño, así como en el alimento. Las especies 
identificadas y las relaciones obtenidas entre las matrices se presentan en la Tabla 12. 
Tabla 12. Presencia (+) o ausencia (-) de las diferentes cepas de levaduras identificadas en las 
matrices. 















































































La mayoría de las cepas de levaduras identificadas en la leche de tanque también se 
identificaron en el alimento y en la superficie del pezón, lo que sugiere un vínculo entre 
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el alimento, la higiene del pezón y la leche. Además, C. catenulata reafirmó que existe 
una conexión entre la leche y la superficie del pezón, una relación que ya fue demostrada 
por Vissers y cols. (2007b), quienes además llegaron a la conclusión de que una correcta 
gestión de la explotación ganadera podría reducir la transmisión de contaminación de 
microorganismos vía suciedad de pezones hacia la leche de tanque. Mientras, C. 
inconspicua expuso una relación entre la leche y el aire en la sala de ordeño. Finalmente, 
las otras especies sólo se identificaron en una matriz: C. lambica, C. holmii y C. rugosa 
en el alimento de las ovejas de ordeño, y C. zeylanoides y Rh. mucilaginosa en la 
superficie de los pezones, como se indica en la Tabla 12. 
El género Candida es uno de los más resistentes que se pueden encontrar en cualquier 
ambiente, y es comúnmente identificado en ambientes de explotaciones ganaderas, 
asociándose tanto al microbioma animal (tejidos mucosos, tracto gastrointestinal, etc.) 
como al de los productos lácteos (Cabañes, 2010; Delavenne y cols., 2011). Este género 
está presente en una amplia variedad de quesos artesanales (Wanderley y cols., 2013), 
siendo dominante en algunos como la Torta del Casar (Sahelices, 2018). En esta 
investigación, C. parapsilosis no sólo fue la principal especie identificada, sino que 
también se asoció con todas las matrices estudiadas. C. parapsilosis había sido una 
especie relacionada previamente con productos lácteos y con animales de abasto, por lo 
que su presencia en los ambientes de este estudio no ha sido sorprendente (Delavenne y 
cols., 2011; Buehler y cols., 2017). Con respecto a las otras especies de Candida 
identificadas en las distintas matrices, estas levaduras (generalmente patógenos 
oportunistas) han sido previamente reportadas en la leche cruda de diferentes especies, 
pudiendo llegar a ser muy prevalentes en infecciones intramamarias (Buzzini y Vaughan‐
Martini, 2006; Dworecka‐Kaszak y cols., 2012). Estudios recientes han investigado casos 
de mamitis en ovejas (Knuth, 2019) donde Candida es el género principal involucrado en 
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mamitis fúngica de pequeños rumiantes (Machado, 2018). Por otra parte, estas especies 
también están relacionadas con los procesos de fermentación de los productos lácteos o 
el de maduración de los quesos (Buzzini y Vaughan‐Martini, 2006; Atanassova y cols., 
2016). Como ya se ha comentado anteriormente, Rh. mucilaginosa fue la única especie 
identificada en el estudio que no pertenecía al género Candida, habiéndose demostrado 
en otros estudios su relación con la leche de oveja (Delavenne y cols., 2011). 
3.4.2. Estudio de biodiversidad de levaduras. 
La biodiversidad de cada ganadería se evaluó mediante el cálculo del Índice Simpson 
(D, con valores entre 0 y 1) (Figura 11). El valor D osciló entre 0,5 y 1 para ocho de las 
doce ganaderías estudiadas, mientras que las otras cuatro ganaderías estuvieron por 
debajo del 0,5 en este valor D. 
 
Figura 11. Índice Simpson (D) de biodiversidad para las especies de levaduras de cada ganadería. El valor 
oscila entre 0 y 1, siendo 1 diversidad infinita y 0 nula diversidad. 
La mayor variedad de especies se encontró en la ganadería 3 (0,769), con siete 
especies identificadas, seguida de las ganaderías 8 (0,733) y 7 (0,725), que presentaron 
siete y cuatro especies, respectivamente. Las otras ganaderías que presentaron un alto 
índice D, que osciló entre 0,500 y 0,700, fueron la 11 (0,682), 1 (0,636) y 2 (0,621), 
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aunque con un menor número de especies identificadas. Sin embargo, se observó que dos 
de las ganaderías presentaban nula diversidad debido a la existencia de una especie 
predominante, es decir, en las granjas 6 y 4 sólo se aisló Candida parapsilosis en todas 
las matrices. 
En cuanto a la variedad de especies en cada matriz estudiada (Figura 12), el índice 
D fue superior a 0,500 en todas ellas. La matriz que presentó mayor valor fue la suciedad 
cercana a la superficie de los pezones (0,719), seguida del alimento de las ovejas de 
ordeño (0,679). En contraste, el aire en la nave de las ovejas de ordeño mostró el índice 
D más bajo (0,524). Dado que la transmisión de especies es más fácil entre muestras del 
mismo entorno, se encontraron mejores resultados de biodiversidad en las matrices 
estudiadas que en las ganaderías. 
 
Figura 12. Índice Simpson (D) de biodiversidad para las especies de levaduras presentes en cada matriz. 
Por otro lado, se realizó un análisis de diversidad genética calculando el porcentaje 
de biodiversidad de cada especie. Los resultados se describen en la Figura 13, con valores 
que oscilan entre 0% y 100%. 
 




Figura 13. Diversidad genética de cada especie de levadura aislada en los ambientes de ganaderías de ovino 
Manchego. 
La máxima biodiversidad genética se obtuvo en las especies C. holmii, C. rugosa, C. 
zeylanoides y Rh. mucilaginosa. Por el contrario, la especie que presentó mayor número 
de aislados (C. parapsilosis) también mostró la menor diversidad genética (9%) debido a 
la existencia de una cepa predominante en la mayoría de las muestras analizadas. En 
general, aquellas especies con cinco o más aislados tuvieron un porcentaje de 
biodiversidad inferior al 50%. 
El Índice de Simpson permitió evaluar la riqueza de especies en cada ganadería y en 
cada matriz estudiada. Los resultados indican que hay una pérdida de diversidad cuando 
existe una especie predominante. Esto podría deberse al hecho de que algunos ambientes 
pueden ser desfavorables para algunas especies de levaduras, pero también a que las 
condiciones climáticas durante el muestreo pueden afectar la riqueza de especies (Yurkov 
y cols., 2016). Por el contrario, las matrices de las ganaderías estudiadas resultaron ser 
ambientes ricos en levaduras no sólo por el alto contenido de nutrientes presentes en 
ciertas muestras (leche y alimento) que favorecen su presencia, sino también porque las 
otras matrices son un vehículo natural para la dispersión de este microorganismo (aire, 
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animales, etc.). A pesar de que C. parapsilosis fue la especie más identificada, su 
variabilidad genética resultó ser muy baja debido a la presencia de un genotipo 
predominante que parece presentar la mejor capacidad de dispersión y resistencia. El 
mismo comportamiento se observó en C. krusei, C. guillerimondii, C. famata y C. 
catenulata, donde también se identificó una cepa predominante en diferentes matrices. 
Sin embargo, se han identificado genotipos comunes de algunas especies de levaduras 
tanto en las diferentes matrices analizadas como en diferentes ganaderías estudiadas, lo 
que hace pensar en la capacidad de dispersión que poseen estas cepas, ligadas a la zona 
geográfica estudiada. Como se mencionó anteriormente, estas especies se asocian 
comúnmente con el microbioma de los animales de las ganaderías, por lo que la 
transferencia desde los pezones a la leche puede ocurrir fácilmente. Además, la presencia 
de cepas comunes en diferentes ganaderías puede explicarse por el hecho de que estas 
cepas también han sido identificadas en el aire, el cual es un vector de transmisión de 
levaduras y puede estar involucrado en su dispersión (Buzzini y cols., 2017). 
3.4.3. Factores relacionados con la concentración de levaduras en leche. 
Las principales características de las ganaderías en relación al estudio de la presencia 
de Lev en las matrices, de factores ambientales y de las características de las ganaderías 
recogidas en la encuesta se detallan en la Tabla 13.  
Los factores incluidos en el análisis bivariado se presentan en la Figura 14. Nueve 
variables (marcadas en negro en la Figura 14) se asociaron con la concentración de 
levaduras en leche con un valor de P <0,20 y, por lo tanto, fueron variables candidatas 
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Tabla 13. Distribución de frecuencias de los factores categóricos considerados. 
Variable Niveles Frecuencia 
(%) 
Lev-A1 Sí 44 (91,7) 
 No 4 (8,3) 
Lev-A2 Sí 44 (91,7) 
 No 4 (8,3) 
Lev-Ali Sí 31 (64,6) 
 No 17 (35,4) 
Lev-P Sí 3 (6,3) 
 No 45 (93,7) 
Estación Primavera 12 (25,0) 
 Verano 12 (25,0) 
 Otoño 12 (25,0) 
 Invierno 12 (25,0) 
HigSO Adecuado 35 (72,9) 
 No 13 (27,1) 
HigNO Adecuado 35 (72,9) 
 No 13 (27,1) 
OriSO N-S 24 (50,0) 
 E-O 8 (16,7) 
 NE-SO 8 (16,7) 
 NO-SE 8 (16,7) 
OriNO N-S 12 (25,0) 
 E-O 16 (33,3) 
 NE-SO 8 (16,7) 
 NO-SE 8 (16,7) 
 Otro 4 (8,3) 
VentNO Adecuado 24 (50,0) 
 No 24 (50,0) 
LimpSO Después cada ordeño 25 (50,0) 
 Diario 12 (25,0) 
 Menos frecuente 12 (25,0) 
Filtro Después cada ordeño 20 (41,7) 
 Diario 24 (50,0) 







Contacto suelo Sí 24 (50,0) 
 No 24 (50,0) 
Ácido Diario 8 (16,7) 
 Cada 2-3 días 36 (75,0) 
 Menos frecuente 4 (8,3) 
Ensilado Sí 16 (33,3) 
 No 32 (66,7) 
Grano Sí 24 (50,0) 
 No 24 (50,0) 
Lev-A1: presencia de levaduras en el aire de la sala de ordeño; Lev-A2: presencia de levaduras en el 
aire de la nave de las ovejas de ordeño; Lev-Ali: presencia de levaduras en el alimento; Lev-P: 
presencia de levaduras en la superficie de los pezones; Estación: estación del año; HigSO: higiene de 
la sala de ordeño; HigNO: higiene de la nave de las ovejas de ordeño; OriSO: orientación de la sala 
de ordeño; OriNO: orientación de la nave de ordeño; VentNO: ventilación de la nave de las ovejas de 
ordeño; LimpSO: frecuencia de limpieza de la sala de ordeño; Filtro: frecuencia de cambio del filtro 
de ordeño; Línea: Tipo de línea de ordeño; Contacto suelo: contacto frecuente de las pezoneras con el 
suelo; Ácido: frecuencia del uso de ácido en la limpieza de la máquina de ordeño; Ensilado: uso de 
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Cuatro de ellas se asociaron significativamente con Lev-L en el análisis bivariado (p 
<0,05): el tipo de línea de ordeño (p=0,045), la frecuencia de limpieza de la sala de ordeño 
(p=0,016), el uso de ensilado en la alimentación de las ovejas de ordeño (p=0,035) y la 
dispensación de alimento durante el ordeño (grano) (p=0,018). Así, la dispensación de 
alimento durante el ordeño, el uso de ensilado para la alimentación, la configuración de 
la sala de ordeño en línea baja y una frecuente limpieza de la sala de ordeño tienden a 
aumentar la concentración de levaduras en la leche. 
 
Figura 14. Asociación bivariada (ANOVA o prueba t de Student) entre la concentración de levaduras en 
la leche (log10 UFC/ml) y los factores considerados. Lev-A1: presencia de levaduras en el aire de la sala de 
ordeño; Lev-A2: presencia de levaduras en el aire de la nave de las ovejas de ordeño; Lev-Ali: presencia 
de levaduras en el alimento; Lev-P: presencia de levaduras en la superficie de los pezones; Estación: 
estación del año; HigSO: higiene de la sala de ordeño; HigNO: higiene de la nave de las ovejas de ordeño; 
OriSO: orientación de la sala de ordeño; OriNO: orientación de la nave de ordeño; VentNO: ventilación de 
la nave de las ovejas de ordeño; LimpSO: frecuencia de limpieza de la sala de ordeño; Filtro: frecuencia de 
cambio del filtro de ordeño; Línea: Tipo de línea de ordeño; Contacto suelo: contacto frecuente de las 
pezoneras con el suelo; Ácido: frecuencia del uso de ácido en la limpieza de la máquina de ordeño; 
Ensilado: uso de ensilado en la alimentación de las ovejas de ordeño; Grano: dispensación de alimento 
durante el ordeño. 
En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos por el modelo con mejor ajuste 
para la concentración de levaduras en leche de tanques de ganaderías de oveja Manchega. 
El coeficiente de determinación ajustado y el error porcentual absoluto promedio 
alcanzaron valores de 40,0% y 0,94, respectivamente. Además, el factor de inflación de 
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la varianza (FIV) de los coeficientes de regresión fluctuó entre 1,03 y 1,33, por lo que no 
existe un problema de multicolinealidad. 
Tabla 14. Factores asociados con la concentración de levaduras en la leche de tanque (log10 
UFC/ml) de granjas de ovino lechero de raza Manchega utilizando un modelo mixto. 
Variable Coeficiente DE   F valor   P valor        FIV 
Levaduras en nave de 
ordeño (Lev-A2) 
- - 8,63 0,005 1,06 
     No -0,94 0,32    
     Sí 0,94 0,32    
Ensilado - - 13,30 <0,001 1,33 
     No -0,77 0,21    
     Sí 0,77 0,21    
Ácido - - 5,90 0,005 1,03 
     Diario 1,19 0,35    
     Cada 2-3 días 0,17 0,31    
     Menos frecuente -1,36 0,33    
DE: Desviación Estándar; FIV: Factor de Inflación de la Varianza. 
En este modelo con mejor ajuste se asociaron tres factores: la presencia de levaduras 
en el aire de la nave de las ovejas de ordeño (p=0,005), la frecuencia de uso de ácido para 
la limpieza de la máquina de ordeño (p=0,005) y el uso de ensilado (p <0,001). La 
concentración de levaduras en la leche de tanque aumenta significativamente con una 
mayor frecuencia de uso de ácido para la limpieza de la máquina de ordeño, el uso de 
ensilado en la alimentación y la presencia de levaduras en el aire de la nave de las ovejas 
de ordeño (Figura 15).  
Mediante la aplicación de este modelo estadístico sólo coincide el uso de ensilado 
como factor común al compararlo con el modelo CATPCA aplicado previamente. Esto 
es debido a que en este modelo CATPCA, en vez de usar la concentración de 
microrganismos como variable dependiente, se usa el sistema de dimensiones, es decir, 
las posibles rutas de contaminación entre el ambiente de las ganaderías. 
 




Figura 15. Medias de mínimos cuadrados de la concentración de levaduras en la leche de tanque (log10 
UFC/ml) de las ganaderías de oveja Manchega para los factores incluidos en el modelo mixto con mejor 
ajuste. Las medias con diferentes colores dentro de los factores varían (Student–Newman–Keuls, SNK p 
<0,05). 
Como ya se ha explicado, el uso de ensilado en la alimentación de las ovejas de 
ordeño puede aumentar la concentración de levaduras, lo que podría explicarse por un 
deterioro del ensilado debido a una mala conservación, que promueve la actividad de 
levaduras, siendo un riesgo de contaminación de la leche de tanque, de forma similar a lo 
que ocurre en la contaminación por esporas butíricas (Arias y cols., 2013). De manera 
similar, en esta investigación se han identificado cepas de diferentes especies de levaduras 
(C. parapsilosis y C. famata) tanto en el aire de la nave de las ovejas de ordeño como en 
la leche de tanque, lo que refuerza la idea de que puede existir una vía de transmisión de 
levaduras entre el ambiente y la leche de tanque. 
Además, el efecto del uso de ácido diariamente en la limpieza de las conducciones 
de la sala de ordeño, que también ha sido estudiado en por Gonzalo y cols. (2019), puede 
ser el causante del deterioro de diversos elementos de la máquina de ordeño facilitando 
la contaminación microbiana por levaduras, como también se ha comentado para las 
BAL. Por ello, es necesario establecer un código de buenas prácticas en la ganadería, 
especialmente para la limpieza de la sala de ordeño, con el fin de establecer un equilibrio 
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entre especies indeseables y aquellas que aportan un valor añadido sobre la tecnología 
quesera. 
3.5. Discusión final. 
La mejora de la calidad de la leche de oveja es uno de los principales objetivos del 
sector. El sector del ovino lechero, tradicionalmente muy importante en la cuenca 
mediterránea, continúa evolucionando en la actualidad para aunar los requerimientos de 
los nuevos sistemas productivos con mejora de la calidad sus quesos y productos lácteos, 
salvaguardando sus especiales peculiaridades. En particular, la oveja Manchega, raza 
autóctona de aptitud láctea de mayor censo en España, y materia prima de la figura de 
calidad diferenciada “Queso Manchego”, mantiene como objetivo principal de su 
programa de cría el aumento de producción lechera, con la premisa de sustentar la calidad 
de la leche. Las ganaderías de raza Manchega en la actualidad están experimentado una 
importante transformación hacia la especialización en la producción lechera, con un 
incremento en el tamaño censal y una optimización de su sistema productivo en áreas tan 
importantes como la reproducción, la sanidad o la alimentación. La investigación en estos 
aspectos es fundamental para la mejora de la raza, siendo uno de los principales objetivos 
la evaluación de la calidad de la leche de sus ganaderías, en este marco de incremento de 
la producción de leche y cambios en el sistema productivo de la raza. 
La calidad microbiológica de la leche de oveja ha sido estudiada previamente desde 
distintos aspectos sanitarios y tecnológicos. Igualmente, los sistemas de calidad de la 
leche que el sector tiene implantados para el cumplimiento de los requisitos legales y de 
la industria, incluyen límites de indicadores de calidad higiénica o sanitaria, como los 
recuentos de gérmenes totales (RMT) o de células somáticas de la leche de tanque (RCS) 
(Pirisi y cols., 2007); sin embargo, estos indicadores son poco específicos para diferenciar 
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la flora microbiana de la leche (Jayarao y cols., 2004), y su importancia tecnológica. 
Estudios anteriores en raza Manchega (Arias, 2013; Jiménez, 2019) se han ocupado de 
evaluar la calidad de leche de tanque y los factores productivos inherentes a la ganadería 
que influyen en su variación. Como continuidad a estos estudios, y ante la escasa 
bibliografía sobre la flora microbiana en el ambiente de las ganaderías de ovejas, se ha 
planteado esta Tesis Doctoral, con el fin de aportar conocimientos sobre la microbiología 
ambiental de las ganaderías, sobre los factores que pueden influir en su variación, y su 
influencia en la flora microbiana de la leche de tanque de las ganaderías de raza 
Manchega. 
Los resultados que se han expuestos en los apartados anteriores indican que existe 
una diversidad microbiana en las diferentes matrices estudiadas (aire de la sala de ordeño, 
aire del alojamiento de las ovejas de ordeño, alimentación de las ovejas de ordeño y 
superficie de los pezones) que tiene su repercusión en la leche de tanque. Este hecho es 
importante, porque pone de manifiesto que existe una interacción entre la flora 
microbiana de las distintas matrices, siendo de destacar la que se ha observado entre el 
aire de la nave y el de la sala de ordeño, o entre las distintas matrices y la superficie de 
los pezones, como vía directa de transmisión microbiana a través de las pezoneras a la 
leche de tanque. Especial importancia cobra esta vía directa de transmisión, a la vista de 
los relevantes recuentos obtenidos en superficie de pezones y en leche de tanque, para 
estafilococos, microorganismos esporulados y bacterias ácido-lácticas. 
Diversos aspectos sobre las características ambientales de las ganaderías y su 
repercusión en la calidad del aire han sido tratados por diversos autores (temperatura, 
humedad, ventilación, etc.) (Sevi y cols., 2003a; Albenzio y cols., 2005), aunque no se 
habían abordado estudios en ganaderías de oveja Manchega, cuyo ámbito geográfico es 
una meseta de clima continental. Del mismo modo, la influencia de factores ligados al 
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sistema de producción y de manejo de la ganadería respecto a la calidad del aire apenas 
han sido estudiados en ovino lechero, de ahí el interés de este estudio por aportar 
conocimiento sobre estos aspectos. Los resultados en cuanto a la carga microbiana del 
aire de la sala de ordeño y del alojamiento de las ovejas de ordeño muestran variaciones 
de los grupos microbianos analizados en relación con determinados factores de la 
ganadería, siendo relevantes la influencia de la temperatura, humedad o ventilación sobre 
BAL, Lev, Mo y St. Son interesantes varios factores de influencia, como la estación del 
año y el uso de ensilado sobre el recuento de Lev, la ventilación o la temperatura sobre 
Mo o la higiene de la nave de ordeño y el nivel de producción lechera sobre el nivel de 
St. Cabe destacar que la alimentación es una de las matrices estudiadas con mayores 
recuentos de los diferentes grupos microbianos. La contaminación de la superficie de 
pezones reviste una especial importancia, como antes se ha comentado, por el buen 
número de factores con los que se relaciona, prácticamente para la totalidad de grupos 
microbianos estudiados, siendo de especial relevancia los factores relacionados con el 
ambiente (temperatura, humedad, ventilación), así como con la carga ganadera y nivel de 
producción, las condiciones de manejo e higiénicas de la nave de las ovejas de ordeño y 
de la sala de ordeño (contacto de pezoneras con el suelo, cambio de filtro de ordeño, 
dispensación de alimento en la sala de ordeño) y la utilización de ensilado en la 
alimentación animal.  
Los factores relacionados con la variación de los diversos grupos microbianos en la 
leche de tanque son especialmente importantes para estimar los riesgos directos de los 
factores considerados en el estudio y de las vías de transmisión. Los factores relacionados 
con el ambiente también están relacionados con la contaminación de la leche de tanque, 
como el aumento de temperatura de la sala de ordeño sobre el RMT y St, o como la 
elevada ventilación de la nave de ordeño sobre este último grupo. Los factores de la propia 
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ganadería también han sido identificados. El manejo del ordeño cobra especial relevancia 
en la línea de las observaciones de otros estudios en ovino lechero (Gonzalo y cols., 2019) 
habiéndose relacionado el tipo de línea baja de la sala de ordeño con un aumento del RMT 
o BAL en leche de tanque, la dispensación de alimento durante el ordeño con el 
incremento de RMT, la utilización diaria del ácido en la limpieza de la sala de ordeño con 
los niveles de BAL, el contacto de las pezoneras con el suelo con el incremento de LEV 
y St, la mayor periodicidad del cambio de filtro con el aumento de microorganismos 
esporulados EA y BAB, o una inadecuada higiene de la sala de ordeño con el nivel de Mo 
en la leche de tanque. Por último, son también de gran interés factores ligados con la 
alimentación, como que el uso de ensilado condicione un aumento de EA y BAB, o con 
el nivel de infecciones intramamarias, como el efecto de un mayor porcentaje de mamitis 
clínicas sobre el RMT, en la línea de otros estudios realizados en leche de oveja Manchega 
(Arias y cols., 2013; Jiménez y cols., 2018).  
Con lo anteriormente expuesto, se ha comprobado la relación de muchos factores 
sobre la gran variedad de flora microbiana de la ganadería, siendo una relación compleja 
que establece el equilibrio entre los distintos grupos microbianos. Por ello, las 
modificaciones en el sistema de manejo de las ganaderías pueden tener repercusiones 
directas sobre su ecosistema microbiano, y tienen especial trascendencia en la toma de 
decisiones sobre la adopción de medidas de control sobre los gérmenes indeseables o los 
microorganismos de interés tecnológico propios de una ganadería o de un ámbito 
geográfico. En esta línea, diversos investigadores aconsejan una visión de las prácticas 
de actuación sobre estos factores, no de forma individualizada, sino de forma combinada, 
dada la complejidad de la comunidad microbiana de una ganadería (Tormo y Monsallier, 
2011). 
 
Resultados y Discusión 
114 
 
El interés por la caracterización de los microorganismos de interés tecnológico ha 
sido tratado desde hace décadas (Alvarado y Albo, 1928; Barroso, 1934), con el objetivo 
de salvaguardar las características diferenciales de los productos lácteos de una 
determinada área de producción como la de la raza Manchega. En nuestro estudio, por 
este interés, se han caracterizado las BAL y Lev de las distintas matrices que se han 
comentado anteriormente.  
La caracterización molecular de BAL indica la existencia de una amplia diversidad 
de géneros y especies en las distintas matrices (aire de la nave de las ovejas ordeño y de 
la sala de ordeño, alimentación, superficie de pezones y leche de tanque), con excepción 
de los géneros Streptococcus y Lactococcus que sólo se encuentran en leche y en aire. Es 
muy relevante que Lactobacillus sea el género predominante, como ocurre en otras 
especies de ovino lechero (del Pozo y cols., 1988; Morais, 2004), aunque se han 
identificado otros géneros de BAL. En cualquier caso, la caracterización genética a nivel 
de cepa indica que cualquiera de las matrices estudiadas puede ser una fuente de 
contaminación de BAL para la leche de tanque. Es interesante constatar que existe una 
biodiversidad variable de BAL entre las matrices estudiadas y entre las especies 
identificadas, existiendo una mayor diversidad en leche de tanque y alimento de las ovejas 
de ordeño, y una menor diversidad en el aire de la sala de ordeño que también es la matriz 
menos contaminada, junto al aire de la nave de ordeño, lo que vuelve a indicar el papel 
importante de la transmisión a leche vía pezones de estos gérmenes. Las especies 
mayoritarias como Lb. pentosus/plantarum/paraplantarum y Lb. curvatus son las que 
presentaron una menor variabilidad genética debido a la presencia de un genotipo 
predominante que parece presentar una mayor capacidad de dispersión y persistencia. 
Sobre estos convendría continuar los estudios, en particular respecto a sus propiedades, 
lipolíticas, proteolíticas, acidificantes, bioconservadoras frente a patógenos, de 
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producción de compuestos bioactivos, etc., dado el interés tecnológico de las cepas 
autóctonas de esta zona geográfica de producción. 
Por su parte, las Lev han sido caracterizadas en todas las matrices estudiadas, aunque 
como se ha mencionado, su presencia en el aire de la nave de las ovejas de ordeño y de la 
sala de ordeño es muy bajo, dado que estos microorganismos son muy lábiles en este 
ambiente hostil, lo que contrasta con su elevado recuento en el alimento de las ovejas de 
ordeño. Prácticamente la totalidad de las levaduras estudiadas pertenecen al género 
Candida, con una especie predominante C. parapsilopsis, observando la misma identidad 
genética en todas las matrices. Se ha constatado la biodiversidad de Lev en las distintas 
ganaderías, salvo en aquellas en las que C. parapsilopsis es mayoritaria, y matrices, 
especialmente en alimento y superficie de pezones, lo que indica su interés como fuente 
de contaminación de la leche de tanque, a la vista también de sus recuentos. La 
predominancia en este estudio del género Candida, del que diversos estudios han descrito 
su mayor capacidad de resistencia en el medio ambiente y en quesos que otras Lev 
(Cabañes, 2010; Delavenne y cols., 2011), y también de la capacidad de dispersión y 
resistencia de la cepa predominante C. parapsilopsis (Delavenne y cols., 2011; Buehler y 
cols., 2017), recomiendan que sea interesante la realización de estudios futuros para la 
determinación de sus posibles propiedades tecnológicas en la producción de queso. 
Para completar el estudio, dado el interés de determinar los factores asociados a la 
contaminación de la leche de tanque, se ha establecido la relación entre estos factores de 
forma individual con la presencia de BAL o Lev. Así, se ha relacionado el tipo de línea 
baja de la sala de ordeño con un incremento de BAL en la leche de tanque, la presencia 
de levaduras en la nave de las ovejas de ordeño y la utilización del ensilado en la ración 
con el aumento de Lev en leche, y el uso diario de ácido en la limpieza de la sala de 
ordeño sobre el incremento de ambos tipos de microorganismos, BAL y Lev. La 
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identificación de estos factores reafirma la complejidad en la determinación de estrategias 
de control de microorganismos, ya que muchos de estos son deseables desde el punto de 
vista tecnológico y enriquecen la flora microbiana, y los indeseables es conveniente 
minimizarlos para este fin. Por ello, la continuidad de las investigaciones para determinar 
el comportamiento de las especies y cepas mayoritarias es imprescindible en la toma de 
decisiones sobre las pautas a seguir en el manejo de las ganaderías de ovino lechero, para 
optimizar su calidad bacteriológica, siempre desde la premisa que el principal objetivo de 
la producción de leche en esta ganadería debe ser la mejora de su calidad para la 
elaboración de queso y otros productos lácteos. 
Habiéndose constatado las diferentes relaciones entre los microorganismos y 
matrices estudiadas, que revela las complicadas interrelaciones entre el dinámico 
ecosistema microbiano de una ganadería, y los factores relacionados con su variación, 
sería conveniente la consideración de medidas o prácticas encaminadas a mejorar la 
calidad microbiológica de la leche. Como se ha comentado, investigadores como Tormo 
y Monsallier (2011) indican que estas prácticas no deben ser consideradas de forma 
individual sino de forma combinada, y que deben ser contrastadas y evaluadas para cada 
ganadería, con el fin de salvaguardar el equilibrio entre las comunidades microbianas de 
la ganadería, evitando los riesgos de contaminación de la leche de tanque con gérmenes 
indeseables desde el punto de vista sanitario o tecnológico. Así, a continuación, se plantea 
una relación de buenas prácticas ganaderas o de puntos de especial atención inspiradas en 
los resultados de nuestra investigación:  
 El alojamiento de las ovejas de ordeño debería guardar las debidas condiciones 
higiénicas en cuanto al estado de camas (limpias y con renovación frecuente), y demás 
enseres, evitando en lo posible la generación de aerosoles en la manipulación de 
camas y dispensación de alimento para evitar la contaminación del aire. Asimismo, la 
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temperatura, humedad y ventilación de la nave de las ovejas de ordeño debería ser 
evaluada por técnicos competentes, para precisar los rangos óptimos de trabajo, que 
deberían ser vigilados en la ganadería. 
 El alimento de las ovejas de ordeño debería ser adquirido, cultivado y conservado, 
con las debidas garantías para evitar contaminación microbiana. Especial atención 
debería prestarse a la elaboración y conservación de los ensilados, por el riesgo de 
vehicular contaminación microbiana indeseable, sobre todo microorganismos 
esporulados. 
 El manejo del ordeño es un punto crítico de relevancia en el riesgo de contaminación 
de la leche de tanque. Por ello, es necesario una especial atención a los siguientes 
aspectos: 
 La sala de ordeño, al igual que la nave de las ovejas de ordeño, debería guardar 
las debidas condiciones de temperatura ambiental para evitar el riesgo de 
proliferación de gérmenes, cuyos rangos deberían ser fijados por los técnicos 
y vigilados por el ganadero. 
 La sala de ordeño deberá guardar las debidas condiciones higiénicas en cuanto 
a limpieza, especialmente de heces y otros elementos groseros, que se 
realizará con la periodicidad necesaria para evitar su acúmulo, evitando la 
generación de polvo. 
 Debería evitarse la dispensación de alimento en la sala en el momento del 
ordeño para evitar la diseminación de polvo que puede vehicular carga 
microbiana. 
 El momento del ordeño es crucial, debiendo poner el ganadero especial 
atención en el estado de suciedad de las ubres, que pueden transmitir 
contaminación directamente a través de las pezoneras a la leche de tanque, 
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tomando las medidas necesarias de limpieza y secado de camas, ante la 
extrema dificultad de aplicar medidas de limpieza de ubres y pezones previas 
al ordeño, como se realiza habitualmente en vacuno lechero. 
 Debería evitarse en lo posible la caída de pezoneras, porque pueden promover 
la contaminación a la leche de tanque, poniendo especial atención a los nuevos 
lotes de animales en ordeño o de animales jóvenes, disponiendo para las 
labores de ordeño del suficiente personal debidamente entrenado para esta 
práctica, y revisando periódicamente las condiciones de funcionamiento de la 
maquinaria de ordeño. 
 Es fundamental el cambio de filtro de ordeño para evitar la contaminación de 
la leche en función de la cantidad de animales en ordeño, incluso, realizando 
cambios en un mismo ordeño. 
 La rutina de limpieza de la sala de ordeño deberá ser contrastada con los 
técnicos especializados para utilizar un sistema de lavado adecuado, con la 
debida alternancia de detergentes ácidos y básicos, en función del tipo de sala, 
e incluso de las temperaturas ambientales de cada estación del año, para 
optimizar las temperaturas de lavado de la sala de ordeño. 
En definitiva, una serie de medidas en puntos de especial atención del manejo de la 
ganadería, que deberían validarse en el marco de un sistema de evaluación de los riesgos 
de contaminación de la leche de tanque de cada ganadería, mediante sistemas de 































1. Las ganaderías de oveja Manchega presentan una amplia diversidad microbiana que 
varía en cada una de las matrices analizadas: aire de nave de las ovejas de ordeño, sala 
de ordeño, alimentación de las ovejas de ordeño, superficie de pezones y leche de 
tanque, aunque es el alimento la matriz con los mayores recuentos de los 
microorganismos estudiados (recuento de mesófilos totales, bacterias ácido-lácticas, 
levaduras, mohos, estafilococos, microorganismos formadores de esporas aerobias y 
esporas butíricas), y la superficie de pezones la matriz con un papel más relevante en 
la transmisión de los microorganismos a la leche de tanque. 
2. Los factores ambientales (temperatura, humedad, ventilación) están relacionados con 
la variación de diversos microorganismos en las ganaderías de ovino lechero, en 
particular sobre bacterias ácido-lácticas, levaduras, mohos y estafilococos del aire del 
alojamiento de las ovejas de ordeño y de la nave de ordeño. Igualmente, también 
condicionan la variación de los grupos microbianos determinados factores de manejo 
propios de la ganadería relacionados con la carga ganadera, el nivel de producción, 
sus condiciones higiénicas, el manejo del ordeño, o el uso de ensilado en la 
alimentación animal. 
3. La amplia diversidad de géneros y especies caracterizadas de bacterias ácido-lácticas 
en las matrices analizadas, pone de manifiesto la riqueza de esta flora de las 
ganaderías. Sin embargo, las especies mayoritarias son Lactobacillus 
pentosus/plantarum/paraplantarum y Lactobacillus curvatus, con la presencia de un 
genotipo predominante que parece presentar una mayor capacidad de dispersión y 
persistencia. También se ha constatado diferente grado de diversidad genética en 
función de la matriz analizada, siendo mayor en leche de tanque y alimento de las 





una relación entre la presencia de bacterias ácido-lácticas y ciertas características de 
la ganadería, como el tipo de línea de sala de ordeño y la periodicidad de uso de 
detergentes ácidos en la limpieza de la maquinaria de ordeño. 
4. La caracterización de las levaduras ha permitido constatar que existen genotipos 
comunes en las diferentes matrices (leche, aire de la nave de las ovejas de ordeño y 
de la sala de ordeño, alimentación y superficie de los pezones), aunque su presencia 
de aire de nave de las ovejas de ordeño y de la sala de ordeño es muy bajo. C. 
parapsilopsis es la especie predominante en este estudio, especialmente en alimento 
y superficie de pezones, lo que indica su implicación en la contaminación de la leche 
de tanque. Además, se ha establecido una relación entre la presencia de levaduras en 
leche de tanque y ciertas características de la ganadería, como la periodicidad de uso 
de detergentes ácidos en la limpieza de la maquinaria de ordeño y el uso de ensilado 
en la alimentación de las ovejas de ordeño, así como la presencia de levaduras en el 
aire de la nave de las ovejas de ordeño incentivan su presencia en leche. 
5. La presencia de los distintos grupos microbianos en la ganadería y los factores 
ambientales y de manejo de la propia ganadería condicionan la calidad de la leche de 
tanque de oveja. Los sistemas de control de calidad de la leche deberían estimar estos 
aspectos, instaurando un programa de buenas prácticas en cada ganadería, en base a 
los riesgos determinados en este estudio, respecto a la higiene de los alojamientos y 
sala de ordeño, manejo de la alimentación y del ordeño de las ovejas; así como un 
sistema de vigilancia analítica de los grupos microbianos en las principales fuentes de 
contaminación de la leche, incluidas las ambientales. La continuidad de los estudios 
en esta línea de investigación, en particular respecto a las bacterias ácido-lácticas y 
levaduras caracterizadas, contribuirán al mejor conocimiento de sus propiedades 






1. Manchega sheep farms have a wide microbial diversity that varies in each of the 
matrices analysed: the air in the livestock housing and milking parlour, animal feed, 
teat surface, and bulk tank milk. Animal feed is the matrix with the highest counts of 
microorganisms studied: total bacterial count, lactic acid bacteria, yeasts, moulds, 
staphylococci, aerobic and butyric spore-forming microorganisms, and the teat 
surface is the matrix with the leading role in the transmission of microorganisms to 
bulk tank milk. 
2. The environmental factors (temperature, humidity, ventilation) are related to the 
variation of some microorganisms in dairy sheep farms, in particular the effect of the 
air in the livestock housing and milking parlour on lactic acid bacteria, yeasts, moulds, 
and staphylococci. Likewise, some microbial groups' variation is also conditioned by 
certain management factors related to farm density, the level of milk production, 
hygienic conditions, milking management, or the use of silage in animal feed. 
3. The wide diversity of genera and species characterized by lactic acid bacteria in the 
matrices analysed shows this flora's richness in sheep farms. However, Lactobacillus 
pentosus/plantarum/paraplantarum and Lactobacillus curvatus species are the vast 
majority, with the presence of a predominant genotype that appears to have a greater 
capacity for dispersion and persistence. A different degree of genetic diversity has 
also been observed in relation to the matrix analysed, being higher in bulk tank milk 
and animal feed and lower in the air of milking parlour. Also, a relationship has been 
found between the presence of lactic acid bacteria and some characteristics of the 
farm, such as the milkline and the frequency of using acid detergents in the cleaning 





4. The characterization of yeasts has shown that there are common genotypes in the 
different matrices (milk, the air of livestock housing and milking parlour, animal feed 
and teat surface), although its presence in the air of the livestock housing and milking 
parlour is very low. C. parapsilopsis is the predominant specie in this study, especially 
in animal feed and teat surface, indicating its involvement in bulk tank milk 
contamination. Moreover, a relationship has been established between the presence 
of yeasts in bulk tank milk and certain characteristics of the farm, such as the 
frequency of the use of acid detergents in the cleaning of milking machinery and the 
use of silage in the feed of ewes, with the presence of yeast in the air of the livestock 
housing of ewes encouraging its presence in the milk. 
5. The presence of different microbial groups in the livestock, and the environmental 
and management conditions of the farm influence the quality of sheep’s bulk tank 
milk. Milk quality control systems should estimate these aspects, establishing quality 
assurance programmes on each farm based on the risks studied, regarding the milking 
parlour hygiene, livestock housing hygiene, feed management practices and milking 
management; as well as surveillance programs of microbial groups in the primary 
sources of milk contamination, including environmental ones. The continuity of 
studies in this research line, particularly concerning the lactic acid bacteria and yeasts 
characterised, will contribute to the better knowledge of their differential properties 
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ESTUDIO DE GESTION DEL OVINO LECHERO  
EN CASTILLA LA MANCHA  
 
1.-DATOS PRELIMINARES 
Nombre propietario: ____________________ 
Dirección finca:  ____________________ 
Municipio (cód. Postal) ____________________ Provincia: _________________ 
Teléfono de contacto: ____________________ Correo electrónico: _________ 
Fecha encuesta:  ____________________ 
 
2.- DATOS ESTRUCTURALES 
 
2.1.- INSTALACIONES Y EQUIPAMIENTO 
 













Aprisco         
Puertas        
Ventanas        
Sala ordeño        
Puertas        
Ventanas        
Henil        
Pajar         




a. Impresión general instalaciones: 
  Construcción antigua:  Buen estado  Mal estado  










b. Características del alojamiento: 
 
(*) Higiene Nave  
Puntuación 
(1-3) 
Multiplicador Valor Clasificación 








Restos comida  x1  10-18  







Suma   
 
2.2.- GANADO 










Oveja     
 
3.- ASPECTOS REPRODUCTIVOS 
 
3.1. CUBRICIONES-PARIDERA 
a. Nº parideras/año: ______ 
b. Lotes de producción:     Alta           Media            Baja               Sin lotes  
c. Nº partos/oveja/año: 3 cada 2 años  Intermedio   1 al año  
     d. Tipo de destete: 
 
30-40 días  
Media leche  
Destete precoz-lact-artif  
Otro  




Horizontal (Ver)  
 
Insuficiente  
Vertical (Inv)       
Caballete 
 
Tipo de solera: Permeable (tierra)  Impermeable (cemento, hormigón)  
Higiene Nave (*): Deficiente  Intermedia  Buena  
Material camas: Paja  Serrín  Otros  
Higiene camas: Deficiente  Intermedia  Buena  







4.- PASTOREO OVEJAS DE ORDEÑO; 
a. ¿Realiza pastoreo? Sí   No   
 
b. Tipo de pastoreo: 
Conducido o guiado  
En cercas   
Otras   
c. Lugar de pastoreo: 
Pastos naturales  
Rastrojos cereal  
Praderas cultivadas  
Otros  
 
5.- ASPECTOS SANITARIOS 
5.1. TRATAMIENTOS SANITARIOS 
  
b. % Mamitis clínicas: ________ 
c. Vacunación de mamitis gangrenosa:    Si     No  
d. Vacunación de agalaxia contagiosa:     Si     No  
e. 
Tratamiento antibioterapia de secado:    General a todas las ovejas               
Selectivo a las ovejas RCS+ o CMT+                         No 




6. ASPECTOS HIGIÉNICO-SANITARIOS DE LA LECHE 
 
6.1. CARACTERÍSTICAS DEL ORDEÑO 
 
6.1.2. CONDICIONES SALA ORDEÑO 
Marca:  Año de instalación:  
Puestos de ordeño:  Puntos de ordeño:  
Tipo de línea: Alta  Baja   
 Cerrada en anillo  Fondo ciego   
 
6.1.3. HIGIENE SALA ORDEÑO 
Higiene Sala Ordeño (*): Deficiente         Intermedia        Buena  
Ventilación: Con ventilación forzada    Sin ventilación forzada  
Tipo de suelo: Difícil limpieza        Fácil limpieza  
Uso de hidrolimpiadora: Sí     No  
Tipo de detergentes: Sí     No  










Multiplicador Valor Clasificación 








Restos comida  x1  10-18  











Nº ordeñadores:     
Antigüedad: <6 meses  6 meses-1 año >1 año   
Sexo: Hombre  Mujer    
Edad: <30  30-55  >55   
Relación: Propietarios  Familiares  Empleados  Mixto  
 
6.1.5. RUTINA DE ORDEÑO 
Nº ordeños/día: ______ 
 
Cierre de vacío previa retirada de pezoneras:   Si   No  
Vacío (KPa): Pulsaciones/min: Relación succión/masaje: 
Vacuómetro a la vista en la sala de ordeño:  Sí     No  
Periodicidad de cambio del filtro de leche por ordeño:  
Retirador automático de pezoneras:   Sí-Por flujo     Sí-Por tiempo     No  
Contacto de pezoneras con el suelo:   Sí     No  
Desinfección postordeño:   Sí      Esporádica     No  
 Forma desinfección: Pulverización  Baño   
 Tipo desinfectante: Clorhexidina  Yodóforos  Alternancia  
 
Tipo de detergente (marca): 
Frecuencia de uso de detergente ácido para limpiar máquina de ordeño: 
 










6.2. CARACTERÍSTICAS DE LA LECHERÍA 
6.2.1. LOCAL: 
Local estanco:   Sí     No  
Comunicación directa con la sala de ordeño: Sí     No  
Tipo de suelo, paredes y techo: Fácil limpieza  Difícil limpieza  
Higiene lechería (*): Deficiente  Intermedia  Buena  






Multiplicador Valor Clasificación 








Restos comida  x1  10-18  







Suma   
 
6.2.2. TANQUES DE REFRIGERACIÓN: 
Número de tanque. 1 2 
Marca   
Año de instalación   
Capacidad (L)   
Potencia (nº ordeños) 2   4   6   2   4   6   
Temperatura   
Abierto/Cerrado Abierto  Cerrado  Abierto  Cerrado  
Periodicidad limpieza/día   
Tipo de detergente Gral  Específico  No  Gral  Específico  No  
Periodicidad revisión/año   
Fácil mantenimiento  Sí   No  Sí   No  
Localización compresores Fuera   Dentro  Fuera   Dentro  
 
6.2.3. SISTEMAS DE CONTROL DE CALIDAD DE LA LECHE 
Destino de la leche:  













7.1. COMERCIALIZACIÓN DE LA LECHE 
Canal comercial Leche (litros/año) 
Industria   
Quesería propia  
a. Nº ovejas en ordeño: 
b. Nivel productivo (litros vendidos/oveja/año): 
 
7.2. ALIMENTACIÓN OVEJAS ORDEÑO: 
- Número de ovejas en ordeño exclusivo: 
- Periodo lactación (meses): 
- Lotes por nivel Productivo:  
                  Sí   No                                                      Lotes: 2   3  
 
- Tipo de alimentación: 
 1. Unifeed comercial:  
         Nombre empresa/s: 
         Frecuencia de recepción (días): 
         cantidad/oveja/lote: 
 
2. Unifeed elaborado en la propia ganadería: 
 
3. Forraje y concentrado: 
 
- Almacén materias primas: 
 - Nave: Superficie 
     - Abierto: Superficie 
     - Separación neta entre materias primas: Sí   No  
     - Higiene: Deficiente   Intermedia  Buena  
- Carro mezclador:           Marca                      /              años 
 
- Dispensación: 
 - Comederos:     Metálicos   Obra  
 - Cintas de alimentación: Número y longitud 











7.3. MATERIAS PRIMAS (Tipo, cantidad por oveja según el lote de ordeño-kg) 
 
 - Concentrado: Empresa.  
 
 
     - Cereal: Avena   Cebada  Maíz   Otros  
 - Leguminosas: Guisantes   Habas  Lentejas  Altramuz   Otros   
 - Otros: Pipa de girasol   Algodón  Otros   
 - Pellet: Remolacha   Girasol  Otros  
  
 
    - Forraje: 
  - Henificado: Tipo/s: Alfalfa, veza/avena, etc. 
  - Ensilado:  - Tipo/s: Alfalfa, veza/avena, etc. 
                                      - Conservación:  
                                                                 -Trinchera, rulo, saco. 
                                                                 - Periodo de uso una vez abierto. 
                                                                 - Presencia de mohos, tierra, etc. 
                                                                 - Correctamente tapado: S/N 
                                      - Origen: 
                                                       - Propio. 
                                                       - Externo. 
- Subproductos: 
 - Tipo: Cebadilla, pulpa de naranja/limón, otros. 
 - Conservación: 
  - Periodo de uso. 
              - Presencia de mohos, tierra, etc. 
                  - Correctamente tapados: S/N. 
 
- Paja:  
 - Cereal: avena, trigo, cebada. 
 - Leguminosas: tipo 
 
- Pastoreo/pradera: 
      - Periodo del año. 
 - Tipo: Rastrojo de cereal o leguminosas, tipo de pradera. 
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